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DESCRIPCION
Composiciones para la prevencion de una reaccion alérgica

Esta solicitud reivindica prioridad a la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N.° de Serie 61/847.766,
presentada el 18 de julio de 2013.

DECLARACION CON RESPECTO A LA INVESTIGACION O DESARROLLO CON FONDOS FEDERALES

Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas y
esta invencioén se realizd con el apoyo del gobierno bajo P50 CA058183, KO8 HL085018-01A2, P50 CA097007, R21
CA149783 y R41 CA153658, otorgadas por los National Institutes of Health. El gobierno de Estados Unidos tiene
determinados derechos sobre la invencion.

Campo técnico

La presente invencion generalmente se refiere al menos a los campos de la biologia celular, biologia molecular y
medicina.

Antecedentes

La anafilaxia es una reaccion alérgica hiperaguda sistémica que causa mas de 1.500 muertes por afo en los Estados
Unidos. Se asocia con vasodilatacion y broncoconstriccion intensas, edema laringeo grave, caida de la presion
cardiaca e hipotermia.

La anafilaxia se puede producir en respuesta a casi cualquier sustancia extrafia, aunque los desencadenantes
habituales incluyen veneno de insecto, alimentos, medicamentos y en algunos casos semen, latex, cambios
hormonales o aditivos alimentarios. Los factores fisicos, incluyendo el ejercicio o la temperatura (caliente o fria)
también pueden actuar como desencadenantes debido a sus efectos directos sobre los mastocitos. Los eventos
inducidos por el ejercicio se asocian con frecuencia con la ingestion de determinados alimentos. En algunos casos, la
causa es idiopatica.

El documento US 2010/041685 A1 describe inhibidores de moléculas pequefas de Stat3 y sus derivados, métodos
para inhibir el crecimiento celular mediante el uso de inhibidores de Stat3 y el uso de inhibidores de stat3 para la
prevencion y/o el tratamiento del cancer.

M. C. Simeone-Penney et al., J. Immunol., 178(10), 2007, 6191-6199 describe el papel del factor de transcripcion Stat3
en la mediacion del asma y la inflamacion alérgicas y la accion de este factor de transcripcién como regulador epitelial
de la respuesta alérgica.

D. T. Avery et al., Blood, 112(5), 2008, 1784-1793 describe el papel de IL-21 como inductor de la produccién de IgE
por los linfocitos B humanos estimulados con CD40L no tratados previamente y la dependencia de Stat3 de esta
induccién.

La presente divulgacion satisface una necesidad en la técnica de proporcionar compuestos y métodos nuevos para
tratar y/o prevenir la anafilaxia en individuos.

Sumario

La invencion se define mediante las reivindicaciones. Cualquier materia objeto que se encuentre fuera del alcance de
las reivindicaciones se proporciona solo con fines de informacién. Cualquier referencia en la descripcion a métodos
de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion
para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

Las realizaciones de la divulgacion incluyen composiciones para su uso en la prevencién y/o reduccion del riesgo o la
gravedad de la anafilaxia. En realizaciones alternativas, una o mas composiciones en el presente documento son utiles
para el tratamiento de la anafilaxia. En realizaciones de la invencion, existen composiciones para su uso en la
prevencion y/o reduccion del riesgo o la gravedad de la anafilaxia asociada con la desgranulaciéon de mastocitos.

Las realizaciones de la divulgacion incluyen o composiciones para su uso en la prevencién de anafilaxia en un individuo
que se sabe que tiene anafilaxia, sospechoso de tener anafilaxia o en riesgo de tener anafilaxia. Las composiciones
incluyen moléculas pequefias como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el individuo
recibe una terapia adicional para la prevencion y/o tratamiento de la anafilaxia.

En al menos determinadas realizaciones, un individuo recibe una cantidad eficaz de la composicién para la inhibicion
de la actividad de los mastocitos, tal como la inhibicién de la desgranulacion de los mastocitos.
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En al menos determinadas realizaciones, un individuo recibe una cantidad eficaz de la composicion como una
indicacion preventiva. La composicion puede administrarse continuamente a lo largo de la vida del paciente tras darse
cuenta de la necesidad del mismo. La composicién puede administrarse solo antes de estar en un entorno que ponga
al individuo en riesgo de necesitarla. Por ejemplo, el individuo puede ser susceptible a una reaccion alérgica (incluida
la anafilaxia) a partir de un alérgeno alimentario particular, pero se le puede administrar la composicién antes del
consumo del alimento (dias, horas o minutos antes del consumo, por ejemplo). A un individuo con susceptibilidad a
una reaccion alérgica a las picaduras de insectos se le puede administrar la composicion antes de la exposicion a un
entorno o situaciéon en donde el individuo esté en riesgo de ser picado por el insecto. Un individuo puede ser susceptible
a una reaccion alérgica porque el alérgeno solo esta presente en un entorno del individuo en un patrén estacional y
en tales casos se puede administrar al individuo la composicién antes de y/o durante la estacion.

En realizaciones de la divulgacion, un individuo recibe mas de una dosis de una o mas composiciones descritas en el
presente documento. La pauta posolégica puede separarse en el tiempo por minutos, horas, dias, meses o afios.

Un individuo que lo necesite puede ser un individuo que tenga al menos un sintoma de reaccion alérgica, es susceptible
de tener una reaccion alérgica, tiene un marcador biolégico para tener una reaccién alérgica pero nunca ha estado
expuesto al alérgeno en un entorno natural ni ha tenido una reaccién alérgica en el pasado. En determinados casos,
el individuo tiene antecedentes familiares de reaccién alérgica, incluyendo antecedentes familiares de anafilaxia; en
dichos casos, se puede saber o no si el individuo si el individuo va a tener una reaccion alérgica, incluyendo anafilaxia.

El suministro de la composicion de la invencion puede realizarse por cualquier ruta adecuada, incluyendo sistémica o
local, aunque en realizaciones especificas, la ruta de suministro es oral, intravenosa, topica, subcutanea, intraarterial,
intraperitoneal, bucal y asi sucesivamente, por ejemplo.

En algunas realizaciones de la invencion, las composiciones de la invencion son utiles para prevenir y/o reducir el
riesgo de o la gravedad de la anafilaxia y, en casos especificos, dicha accién se produce inhibiendo la actividad de
Stat3 y/o Stat1. En algunas realizaciones de la invencion, las composiciones de la invencion son utiles para prevenir
y/o reducir el riesgo de o la gravedad de la anafilaxia y, en casos especificos, dicha accién se produce inhibiendo o
reduciendo la desgranulacion de los mastocitos. En determinadas realizaciones, las composiciones inhiben Stat3, pero
no inhiben Stat1. En algunas realizaciones, los compuestos de la invencién interactian con el dominio SH2 de Stat3,
inhiben competitivamente la uniéon de Stat3 recombinante a su ligando peptidico con pY inmovilizado y/o inhiben la
fosforilacion de tirosina mediada por IL-6 de Stat3, por ejemplo. En realizaciones particulares, las composiciones de
la invencion cumplen los criterios de analisis de interaccion (CIA, por sus siglas en inglés): 1) puntuacion de energia
minima global <-30; 2) formacién de un puente de sal y/o red de enlaces de H dentro del sitio de unién al resto pY de
Stat3; y/o 3) formacion de un enlace de H con o bloqueando el acceso al hidrogeno de la amida de E638 de Stat3, por
ejemplo. En algunas realizaciones, la composicién o las composiciones interactuan con un compartimento de unién
hidrofoba con el dominio SH2 de Stat3. En algunas realizaciones, la composicién o las composiciones inhiben la unién
de Stat3 a su ligando fosfopeptidico afin. En algunas realizaciones, la composiciéon o las composiciones inhiben la
fosforilacién de Stat3 mediada por citocinas dentro de las células. En algunas realizaciones, la composicion o las
composiciones inhiben la translocacion nuclear de Stat3 dentro de las células.

La invencion proporciona una composicién para su uso en un método para prevenir y/o reducir el riesgo o la gravedad
de la anafilaxia en un individuo que comprende suministrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto  seleccionado del grupo que consiste en N-(1,2 -dihidroxi-1,2"-binaftalen-4'-il)  -4-
metoxibencenosulfonamida (que puede denominarse Cpd 188-9), -N-(3,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-

bencenosulfonamida, N-(4,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(5,1'-Dihidroxi-
[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(6,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-
bencenosulfonamida, N-(7,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(8,1'-Dihidroxi-
[1,2binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, 4-Bromo-N-(1,6'-dihidroxi- [2,21 binaftalenil-4-il)-

bencenosulfonamida y una mezcla de los mismos.

La invencién proporciona adicionalmente la composicion anterior en donde dicho método comprende proporcionar la
composicién a dicho individuo en multiples dosis, en donde preferentemente las dosis multiples estan separadas por
minutos, horas, dias o semanas.

En ofra realizacion, la invencién proporciona la composiciéon anterior en donde en dicho método la composicion se
proporciona a dicho individuo antes de la exposicion o después de la exposicion a al menos un alérgeno que induce
la anafilaxia.

En esta realizacion, la composicion se proporciona preferentemente a dicho individuo al menos 0,25, 0,5, 0,75, 1,2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, 23 0 24 horas; o al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 dias; o al
menos 1, 2, 3 0 4 semanas antes o después de la exposicion a al menos un alergeno que induce la anafilaxia.

En una realizacién preferida, dicho alérgeno es un alérgeno alimentario, en donde preferentemente el alérgeno
alimentario es uno o mas alérgenos alimentarios seleccionados del grupo que consiste en leche, legumbres, marisco,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2796 850 T3

frutos secos, huevos, pescado, soja y trigo.

En otra realizacién preferida, dicho alérgeno es un alérgeno ambiental o estacional, en donde preferentemente el
alérgeno ambiental o el alérgeno estacional es polen o moho.

En una realizacion adicional preferida, el alérgeno es un alérgeno de veneno, en donde preferentemente el alérgeno
de veneno es de un organismo seleccionado del grupo que consiste en avispa, abeja, hormiga, avispén, chaqueta
amarilla y aspid.

En una realizacion preferida adicional, dicho alérgeno es un alérgeno de medicamento, en donde preferentemente el
alérgeno de medicamento se selecciona del grupo que consiste en anestésicos, antibidticos de B-lactamas, aspirina,
farmaco antiinflamatorio no esteroideo, quimioterapia, vacuna, preparaciones de protamina y de hierbas.

En otra realizacion preferida, el alérgeno es latex.

La invencion proporciona ademas la composicion anterior en donde dicho método comprende ademas la etapa de
diagnosticar la anafilaxia.

También se describen, en el presente documento, métodos para tratar la anafilaxia en un individuo en donde la
composicién o composiciones son un inhibidor de cualquier miembro de la familia de proteinas STAT, incluyendo
STATH1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5 (STAT5A y STAT5B) o STATS, por ejemplo.

Descripcion de los dibujos

La FIG. 1 demuestra la inhibicién de la unién de Stat3 al ligando fosfopeptidico inmovilizado por los compuestos.
La union de Stat3 recombinante (500 nM) a un chip sensor de BiaCore recubierto con un fosfododecapéptido
basado en la secuencia de aminoacidos que rodea a Y1068 dentro del EGFR se midié en tiempo real por SPR
(Unidades de respuesta) en ausencia (0 uM) o en presencia de concentraciones crecientes (0,1 a 1.000 uM) de
Cpd3 (panel A), Cpd30 (panel B), Cpd188 (panel C), Cpd3-2 (panel D), Cpd3-7 (panel E) y Cpd30-12 (panel F).
Los datos mostrados son representativos de 2 o mas experimentos. Los niveles de equilibrio de unién obtenidos
en ausencia o presencia de compuestos se normalizaron (respuesta obtenida en presencia del compuesto 4, la
respuesta obtenida en ausencia del compuesto x 100) y se representaron graficamente frente al logaritmo de la
concentracion (nM) de los compuestos (panel G). Los puntos experimentales se ajustan a una curva de union
competitiva que utiliza una ecuacion logistica de cuatro parametros (véase métodos ejemplares para mas detalles).
Estas curvas se usaron para calcular la Clso (Tabla 4).

La FIG. 2 demuestra la inhibicién de la activacién mediada por IL-6 de Stat3 por los compuestos. Las células
HepG2 se trataron previamente con DMSO solo o con DMSO que contenia Cpd3 (panel A), Cpd188 (panel B),
Cpd30 (panel C), Cpd3-2 (panel D), Cpd3-7 (panel E) o Cpd30-12 (panel F) a la concentracion indicada durante
60 min. Las células se estimularon después con IL-6 (30 ng/ml) durante 30 minutos. Los extractos de proteinas de
las células se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron y se desarrollaron en serie con anticuerpos contra pStat3,
Stat3 total y B-actina. Las manchas se separan entre cada prueba de anticuerpos. Las intensidades de las bandas
de inmunotransferencia se cuantificaron por densitometria. El valor de la intensidad de cada banda de pStat3 se
dividié por cada valor correspondiente de la intensidad total de la banda de Stat3 y los resultados se normalizaron
al valor de control tratado con DMSQO y se representaron graficamente en funcién del logaritmo de la concentracién
de los compuestos. Las curvas con mejor ajuste se generaron basandose en un Modelo Logistico de 4
Parametros/Un Sitio de Dosis Respuesta/XLfit 4.2, IDBS. Cada panel es representativo de 3 0 més experimentos.

La FIG. 3 proporciona las formulas quimicas y los nombres de los compuestos. Las formulas quimicas y los
nombres estan indicados para Cpd3 (panel A), Cpd30 (panel B), Cpd188 (panel C), Cpd3-2 (panel D), Cpd3-7
(panel E) y Cpd30-12 (panel F).

La FIG. 4 muestra el efecto de los compuestos sobre la activacién de Stat1. Las células HepG2 se trataron
previamente con DMSO solo o con DMSO que contenia cada uno de los compuestos a una concentracion de 300
UM durante 60 minutos. Las células se estimularon con IFN-y (30 ng/ml) durante 30 min. Los extractos de proteinas
de las células se separaron por SDS-PAGE y se inmunotransfirieron en serie con anticuerpos contra pStat1, Stat1
total y B-actina. Las manchas se separan entre cada inmunotransferencia. Los resultados mostrados son
representativos de 2 o mas experimentos.

La FIG. 5 proporciona comparaciones de las secuencias de los dominios SH2 de Stat3 y Stat1, de las estructuras
3-D y de las energias de van der Waals de la unién de los compuestos. La alineacion de secuencias de los dominios
SH2 de Stat3 y Stat1 se muestra en el panel A. Los restos que se unen al resto pY se resaltan y sefialan con una
flecha solida, el resto (E638) que se une al resto +3 se resalta y sefiala por una flecha punteada y el Buclegc gp y
el Bucless-ac, que comprenden el sitio de unidn hidréfoba consistente, se resaltan y sefalan con flechas
discontinuas punteadas y discontinuas, respectivamente. El panel B muestra una superposicién de un modelo de
superficie de van der Waals de tubo y niebla del dominio SH2 de Stat3 y un modelo de superficie de van der Waals
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de tubo y niebla del SH2 de Stat1. Los restos del dominio SH2 de Stat3 que representan el Buclegc_pgp se resaltan
y se muestran mediante circulos punteados y los restos que representan el Bucleqs-oc se resaltan y se muestran
con un circulo discontinuo punteado; los restos de bucle correspondientes dentro del dominio SH2 de Stat1 se
muestran en una niebla ligera que rodea los circulos. Esta superposicion se muestra unida por Cpd3-7 ya que se
uniria al dominio SH2 de Stat3. Se calculd la energia de van der Waals de cada compuesto unido al dominio SH2
de Stat1 o al dominio SH2 de Stat3, normalizada al valor de Stat1 y representado en el panel C.

La FIG. 6 muestra un modelo informatico de cada compuesto unido por el dominio SH2 de Stat3. Los resultados
del acoplamiento por ordenador al dominio SH2 de Stat3 se muestran para Cpd3 (panel A), Cpd30 (panel B),
Cpd188 (panel C), Cpd3-2 (panel D), Cpd3-7 (panel E) y Cpd30-12 (panel F). La imagen a la izquierda de cada
panel muestra la unién de los compuestos a un modelo de relleno espacial del dominio SH2 de Stat3. El sitio de
unién al resto pY esta representado por un circulo discontinuo, el sitio de union al resto +3 esta representado por
un circulo sélido, el bucle Buclesc_sgp esta representado por un circulo punteado y el bucle Bucleas-oc esta
representado por un circulo discontinuo punteado. Los restos R609 y K591 criticos para la union a pY se muestran
dentro de un circulo discontinuo, el resto E638 que se une el resto +3 se muestra dentro de un circulo sélido y el
sitio de unidn hidrofoba que consiste en el Buclegc gp y en el BucleaB-aC se muestra dentro de un circulo
discontinuo punteado y un circulo punteado, respectivamente. La imagen en el lado derecho de cada panel es una
vista mas cercana de esta interaccién con los enlaces de hidrégeno indicados por lineas punteadas. En la FIG. 6A,
el resto de acido benzoico cargado negativamente de Cpda3 tiene interacciones electrostaticas con el sitio de unién
al resto pY con carga positiva que consiste principalmente en el grupo catién guanidinio de R609 y el grupo amonio
basico de K591. El grupo acido benzoico también forma una red de enlaces de hidrégeno que consiste en dobles
enlaces de H entre el oxigeno carboxilico y el hidrégeno de amonio de R609 y el hidrégeno de la amida de E612.
La formacién de enlaces de H también se produce entre el oxigeno del carbonilo del acido benzoico y el hidrégeno
hidroxilico de la cadena lateral de la Serina 611. Dentro del sitio de union al resto +3, el atomo de oxigeno de 1,4-
benzodioxina forma un enlace de hidrégeno con el hidrogeno de la amida de E638. Ademas, la 2,3-dihidro-1,4-
benzodioxina de Cpd3 interactua con los bucles que forman el sitio de unién hidréfoba. En la FIG. 6B, el extremo
carboxilico del resto de acido benzoico de Cpd30, que esta cargado negativamente en condiciones fisioldgicas,
forma un puente de sal con el grupo guanidinio de R609 dentro del sitio de unién al resto pY. Dentro del sitio de
unién al resto +3, el oxigeno del grupo tiazolidina forma un enlace de H con el hidrégeno de la amida de la cadena
principal peptidica de E638. Ademas, el resto de tiazolidina se hunde en el sitio de union hidréfoba. En la FIG. 6C
existe una interaccion electrostatica entre el resto (carboximetil) tio de Cpd188 que lleva una carga negativa y el
sitio de union al resto pY que consiste en R609 y K591 que llevan carga positiva en condiciones fisioldgicas. Existen
enlaces de H entre el oxigeno del hidroxilo del grupo (carboximetil) tio de Cpd188 y el hidrogeno del guanidinio de
R609, entre el oxigeno del hidroxilo del grupo (carboximetil) tio y el hidrégeno de la amida de la cadena principal
de E612 y entre el oxigeno del carboxilo del grupo (carboximetil) tio de Cpd188 y el hidrégeno del hidroxilo de
S611. Dentro del sitio de unién al resto +3, existe un enlace de H entre el oxigeno del hidroxilo del grupo del acido
benzoico de Cpd188 y el hidrégeno de la amida de E638. Ademas, el grupo acido benzoico se extiende e interactia
con el sitio de unién hidréfoba. En la FIG. 6D, el grupo acido benzoico de Cpd3-2 tiene interacciones electrostaticas
significativas con el compartimento del sitio de unién al resto pY, aportado principalmente por R609 y K591 y forma
dos enlaces de H; el oxigeno carboxilico del grupo &cido benzoico se une al hidrégeno de guanidinio de R609 y el
oxigeno del carbonilo del grupo acido benzoico se une al hidrogeno del carbonilo de S611. Dentro del sitio de unién
al resto +3, el oxigeno dentro del grupo 1,3-dihidro-2H-inden-2-ilideno forma un enlace de H con el hidrégeno de
la amida de la cadena principal de E638. Ademas, el grupo 1,3-dihidro-2H-inden-2-ilideno se hunde en el sitio de
union hidrofoba. En la FIG. 6E, los enlaces de H se forman entre el oxigeno del carbonilo del resto 4-benzoato de
metilo de Cpd 3-7 y el guanidinio de la cadena lateral de R609 y entre el oxigeno del metoxi y el hidrogeno del
extremo de amonio de K591. El grupo (2-metoxi-2-oxoetil)-4,8-dimetil-2-oxo-2H-cromeno de Cpd3-7 bloquea el
acceso al hidrégeno de la amida de E638 dentro del sitio de unién al resto +3. Ademas, Este grupo se hunde en el
sitio de unién hidrofoba. En la FIG. 6F existen interacciones electrostaticas entre el grupo derivado del acido
benzoico de Cpd30-12 y R609 y 591 dentro del sitio de unién al resto pY. Ademas, los enlaces de H se forman
entre el oxigeno del hidroxilo de Cpd30-12 y el hidrégeno del guanidinio de R609, entre el oxigeno del carboxilo
de Cpd30-12 y el hidrogeno del hidroxilo de S611 y entre el grupo furilo de Cpd30-12 y el hidrégeno de amonio de
K591. Los grupos 1,3-dietil-4, 6-dioxo-2-tioxotetrahidro-5(2H)-pirimidinilideno bloquean el acceso al sitio de union
del resto +3; sin embargo, se extiende hacia el surco entre el sitio de unién al resto pY y el BucleBC-BD, mientras
se evita el sitio de unién hidréfoba.

La FIG. 7 muestra la inhibicién de la translocacion citoplasmatica a nuclear de Stat3 evaluada por microscopia de
fluorescencia confocal y de alto rendimiento. En el panel A, las células MEF/GFP-Stat3 cultivadas en cubreobjetos
se trataron previamente con DMSO que contenia (fila cuatro) o no contenia (fila tres) Cpd3 (300 pyM) durante 60
minutos antes de estimularse sin (fila uno) o con IL-6 ( 200 ng/ml) e IL-6sR (250 ng/ml) durante 30 minutos (filas
dos, tres y cuatro). Los cubreobjetos se examinaron mediante microscopia fluorescente confocal utilizando filtros
para detectar GFP (columna uno), DAPI (columna dos) o ambos (unién; columna tres). En el panel B, las células
MEF-GFP-Stat3 se cultivaron en placas de 96 pocillos con fondos de vidrio éptico y se trataron previamente con el
compuesto indicado a las concentraciones indicadas por cuadruplicado durante 1 hora y después se estimularon
con IL-6 (200 ng/ml) e IL-6sR (250 ng/ml) durante 30 minutos. Se fijaron las células y se examinaron las placas
mediante microscopia de alto rendimiento para determinar la intensidad de fluorescencia en el nucleo (FLIN, por
sus siglas en inglés) y se calculd el % de AFLINmax como se describe en el Ejemplo 1. Los datos mostrados son la
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media + DE y son representativos de 2 o mas estudios. Las curvas con mejor ajuste se generaron basandose en
un Modelo Logistico de 4 Parametros/Un Sitio de Dosis Respuesta/XLfit 4.2, IDBS y se usaron para calcular la Clso
(Tabla 1).

La FIG. 8 demuestra la inhibicion de la unién al ADN de Stat3 por los compuestos. Los ensayos de cambio de
movilidad electroforética se realizaron usando extractos de células enteras preparados a partir de células HepG2
sin y con estimulacion con IL-6 (30 ng/ml) durante 30 minutos. La proteina (20 pg) se incubd con oligonucleétido
de doble hélice radiomarcado (hSIE) y DMSO sin o con los compuestos indicados (300 uM) durante 60 minutos a
37 °C y después se separd por PAGE. El gel se secd y se autorradiografio; se muestra la porcion del gel
correspondiente a la banda de hSIE unido a Stat3. Los datos mostrados son representativos de 2 estudios.

La FIG. 9 muestra Cpd3, Cpd30 y Cpd188 y la hidrofobicidad o hidrofilicidad de la superficie de la molécula. Las
flechas discontinuas apuntan a superficies hidrdéfilas y las flechas sélidas apuntan a superficies hidrofobas.

La FIG. 10 ilustra el compuesto de referencia 3 (Cpd3). La imagen superior izquierda de la FIG. 11 muestra Cpd3
acoplado a Stat3 y la interaccion entre Cpd3 y la superficie de la proteina y derivados de Cpd3 que pueden encajar
en la superficie de la proteina. Las estrellas representan atomos y grupos quimicos que pueden reemplazarse con
otros atomos o grupos quimicos para crear uno o mas derivados funcionales. Las superficies hidréfobas/hidréfilas
de Cpd3 también se muestran en la imagen superior derecha. Las flechas discontinuas apuntan a superficies
hidrofilas y las flechas sélidas apuntan a superficies hidréfobas. R1y Rz podrian ser idénticos o diferentes y pueden
comprender hidrégeno, carbono, azufre, nitrégeno, oxigeno, alcanos, alcanos ciclicos, derivados basados en
alcanos, alquenos, alquenos ciclicos, derivados basados en alquenos, alquinos, derivados basados en alquinos,
cetonas, derivados basados en cetonas, aldehidos, derivados basado en aldehidos, acidos carboxilicos, derivados
basados en acidos carboxilicos, éteres, derivados basados en éteres, ésteres y derivados basados en ésteres,
aminas, derivados basados en aminas, amidas, derivados basados en amidas, arenos monociclico o policiclico,
heteroarenos, derivados basados en arenos, derivados basados en heteroarenos, fenoles, derivados basados en
fenoles, acido benzoico o derivados basados en acido benzoico.

La FIG. 11 ilustra el compuesto de referencia 30 (Cpd30). La imagen superior izquierda de la FIG. 12 muestra
Cpd30 acoplado a Stat3 y la interacciéon entre Cpd30 y la superficie de la proteina y derivados de Cpd30 que
encajan en la superficie de la proteina. Las estrellas representan atomos y grupos quimicos que pueden
reemplazarse con otros atomos o grupos quimicos para crear uno o mas derivados funcionales. Las superficies
hidréfobas/hidréfilas de Cpd30 también se muestran en la imagen superior derecha. Las flechas discontinuas
apuntan a superficies hidrofilas y las flechas sélidas apuntan a superficies hidréfobas. La estructura 2-D de Cpd30
se muestra en la imagen inferior, R1, R2 R3 y R4 podrian ser idénticos o diferentes y pueden comprender ser
hidrégeno, carbono, azufre, nitrdgeno, oxigeno, alcanos, alcanos ciclicos, derivados basados en alcanos,
alquenos, alquenos ciclicos, derivados basados en alquenos, alquinos, derivados basados en alquinos, cetonas,
derivados basados en cetonas, aldehidos, derivados basado en aldehidos, acidos carboxilicos, derivados basados
en acidos carboxilicos, éteres, derivados basados en éteres, ésteres y derivados basados en ésteres, aminas,
derivados basados en aminas, amidas, derivados basados en amidas, arenos monociclico o policiclico,
heteroarenos, derivados basados en arenos, derivados basados en heteroarenos, fenoles, derivados basados en
fenoles, acido benzoico, o derivados basados en acido benzoico.

La FIG. 12 ilustra el compuesto de referencia 188 (Cpd188). La imagen superior izquierda de la FIG. 12 muestra
Cpd188 acoplado a Stat3 SH2 y la interaccion entre Cpd188 y la superficie de la proteina y derivados de Cpd188
que encajan en la superficie de la proteina. Las estrellas representan atomos y grupos quimicos que pueden
reemplazarse con otros atomos o grupos quimicos para crear uno o mas derivados funcionales. Las superficies
hidréfobas/hidréfilas de Cpd188 también se muestran en la imagen izquierda en la parte inferior. Las flechas
discontinuas apuntan a superficies hidrdéfilas y las flechas sélidas apuntan a superficies hidréfobas. En la imagen
inferior derecha, R1 y R2 podrian ser idénticos o diferentes y pueden comprender hidréogeno, carbono, azufre,
nitrégeno, oxigeno, alcanos, alcanos ciclicos, derivados basados en alcanos, alquenos, alquenos ciclicos,
derivados basados en alquenos, alquinos, derivados basados en alquinos, cetonas, derivados basados en cetonas,
aldehidos, derivados basado en aldehidos, acidos carboxilicos, derivados basados en acidos carboxilicos, éteres,
derivados basados en éteres, ésteres y derivados basados en ésteres, aminas, derivados basados en aminas,
amidas, derivados basados en amidas, arenos monociclico o policiclico, heteroarenos, derivados basados en
arenos, derivados basados en heteroarenos, fenoles, derivados basados en fenoles, acido benzoico o derivados
basados en acido benzoico.

La FIG. 13 ilustra diagramas esquematicos de Stat1 y Stat3.

La FIG. 14 demuestra que la Clso de SPR de las sondas quimicas de Stat3 de 22 generacion esta inversamente
correlacionada con la puntuacioén del farmacéforo 3-D.

La FIG. 15. muestra la Clso de SPRy la CEso de la apoptosis de AML del Cpd188 precursor y dos sondas quimicas
de Stat3 de tipo 188 de 22 generacion.
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La FIG. 16 proporciona una ilustracion de las relaciones estructura-actividad de 38 sondas de Stat3 de tipo Cpd188
de 22 generacion.

La FIG. 17 muestra un esquema de modificacion ejemplar para el desarrollo de la sonda de Stat3 de 32 generacion
usando Cpd188-15 como armazén.

La FIG. 18 proporciona una ilustracion de la superficie electrostatica del dominio SH2 de Stat3 (area positiva en
azul, neutral en blanco y negativa en rojo en una FIG. a color) y 20 posiciones de acoplamiento de 5 (R = CH2PO3*
), mostrando fuertes interacciones entre los grupos fosfonato (en morado y rojo) y K591/R609.

La FIG. 19A muestra las alergias alimentarias diagnosticadas por un médico en voluntarios sanos, AD-HIES y los
pacientes control atépicos se determinaron mediante entrevista. La FIG. 19B demuestra la incidencia de anafilaxia
diagnosticada por un médico en pacientes con AD-HIES y control atdpicos. Significacion determinada por una
prueba de Chi-cuadrado de dos colas.

La FIG. 20A muestra que la desgranulacién de mastocitos se midi6 mediante sobrecruzamiento de FceRI y
posterior liberacion de B-hexosaminidasa en células LAD2 transducidas con cinco ARNhc diferentes contra STAT3.
Los datos son representativos de dos experimentos independientes. LAD2 = control no estimulado, LAD+ =
sobrecruzamiento de FceRIl. La FIG. 20B muestra que la desgranulacion de mastocitos se midié mediante
sobrecruzamiento de FceRI y posterior liberaciéon de B-hexosaminidasa en mastocitos humanos primarios
transducidos con dos ARNhc diferentes contra STAT3. HUMC = control no estimulado, HUMC+ = sobrecruzamiento
de FceRI.

La FIG. 21 demuestra la correlacién entre la atenuacion génica de STAT23 y la inhibicion de la desgranulacion de
mastocitos (r>= 0,9463).

La FIG. 22 demuestra un tratamiento eficaz en un modelo de anafilaxia usando Cpd188-9.

La FIG. 23 proporciona una curva de respuesta a la dosis utilizando diferentes dosis de Cpd188-9 en un modelo
de anafilaxia que utiliza beta-hexosaminidasa (% de liberacién) como una medida de la desgranulacién de los
mastocitos.

La FIG. 24 muestra que se evito la anafilaxia sistémica in vivo con un inhibidor de STAT3 ejemplar.

La FIG. 25 demuestra que la filtracion vascular periférica y central disminuye por Cpd 188-9.

La FIG. 26 ilustra que el efecto de Cpd188-9 no se debe a una disminucion de la desgranulacion de los mastocitos
in vivo.

La FIG. 27 demuestra el efecto de Cpd 188-9 en la desgranulacién inducida por Ag en mastocitos murinos.
La FIG. 28 ilustra un ensayo de permeabilidad transwell ejemplar.

La FIG. 29 muestra que HUVECS tratadas previamente con Cpd188-9 (como ejemplo, durante 7 dias) resisten a
la permeabilidad inducida por histamina.

La FIG. 30 muestra que el ratén HIES es resistente a la anafilaxia (Siegel et al., JACI, 2013).
La FIG. 31 demuestra HUVECS mutantes para STAT3 (HIES6) resisten a la permeabilidad inducida por histamina.
Descripcion detallada de la invencién

En algunas realizaciones, existe una composicién para su uso en un método para prevenir y/o reducir el riesgo o la
gravedad de la anafilaxia en un individuo, que comprende suministrar al individuo uno o mas compuestos particulares.
En algunas realizaciones, el o los compuestos son un inhibidor de STAT3. En casos particulares, el o los compuestos
son un inhibidor de STAT1, pero en casos particulares no es un inhibidor de STAT1. En determinados aspectos,
existen algunos compuestos que son inhibidores tanto de STAT3 como de STAT1 o bien no son inhibidores de STAT3
ni de STAT1. En algunos casos, la composicién es un inhibidor de mastocitos, incluyendo un inhibidor de la
desgranulacion de mastocitos.

La invencion proporciona un compuesto para su uso en la prevencién y/o reduccion del riesgo o la gravedad de la
anafilaxia, en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste en N-(1',2-dihidroxi-1,2'-binaftalen-4'-il)-4-
metoxibencenosulfonamida, N-(3,1'-Dihidroxi-[1,2"]binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N- (4,1'-Dihidroxi-

[1,2binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(5,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-
bencenosulfonamida, N-(6,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(7,1'-Dihidroxi-
[1,2"binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(8,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-
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bencenosulfonamida, 4-Bromo-N-(1,6'-dihidroxi-[2,2']binaftalenil-4-il)-bencenosulfonamida o una combinacién de los
mismos y una mezcla de los mismos.

En una realizacién especifica de la invencion, la composicién es un inhibidor de Stat3, pero no inhibe Stat1. La
composicién puede ser un inhibidor de la desgranulacién de los mastocitos.

En una realizacion especifica de la invencion, la composicién se suministra in vivo en un mamifero. En otra realizacion
el mamifero es un ser humano. En otra realizacion especifica, se sabe que el ser humano tiene anafilaxia, se sospecha
que tiene anafilaxia o esta en riesgo de desarrollar anafilaxia. En otra realizacidn, se sabe que el ser humano tiene
anafilaxia y esta recibiendo una terapia adicional para la anafilaxia. La composiciéon o las composiciones de la
divulgacion previenen y/o reducen el riesgo o la gravedad de la anafilaxia.

I. Definiciones

Como se usa en la presente memoria descriptiva, "un" o "uno/una" puede significar uno/una o mas. Como se usa en
la reivindicacion o en las reivindicaciones, en el presente documento, cuando se usan junto con la expresion "que
comprende", las palabras "un" o "uno/una" pueden significar uno/a o mas de uno/a. Tal como se usa en el presente
documento, "otro" puede significar al menos un segundo o mas. Mas aun, las expresiones "que tiene", "que incluye",
"que contiene" y "que comprende" se usan indistintamente y un experto en la materia es consciente de que estos
términos son términos abiertos. Algunas realizaciones de la invencién pueden consistir o consisten esencialmente en
uno o mas elementos, etapas del método y/o métodos de la invencidon. Se contempla que cualquier método o
composicion descritos en el presente documento pueden implementarse con respecto a cualquier otro método o

composicion descritos en el presente documento.

El término "inhibidor" como se usa en el presente documento se refiere a una o mas moléculas que interfieren al menos
en parte con la actividad de Stat3 para realizar una o mas actividades, incluyendo la capacidad de Stat3 para unirse a
una molécula y/o la capacidad de ser fosforilada. En realizaciones alternativas, un inhibidor reduce el nivel de
desgranulacion de los mastocitos, que puede medirse in vitro por el % de liberacion de beta-hexosaminidasa u otros
mediadores de mastocitos como las citocinas, histamina, leucotrienos, etc. Se puede medir el nivel de desgranulacion
de los mastocitos in vivo en una multitud de modelos de alergia y de anafilaxia que miden principalmente la reduccién
de la temperatura central con pruebas de provocacién a corto plazo, permeabilidad vascular, inflamacién o mediadores
sistémicos de mastocitos, tal como la histamina o la triptasa.

La frase "cantidad terapéuticamente eficaz" como se usa en el presente documento significa esa cantidad de un
compuesto, material o composicion que comprende un compuesto de la presente invencidn que es eficaz para producir
algun efecto terapéutico deseado, p. €j., tratar (es decir, prevenir y/o mejorar) la anafilaxia en un sujeto o inhibir las
interacciones proteina-proteina mediadas por un dominio SH2 en un sujeto, con una relaciéon beneficio/riesgo
razonable aplicada a cualquier tratamiento médico. En una realizaciéon, la cantidad terapéuticamente eficaz es
suficiente para reducir o eliminar al menos un sintoma. Un experto en la materia reconoce que una cantidad puede
considerarse terapéuticamente eficaz incluso si la anafilaxia no se erradica totalmente, sino que se mejora
parcialmente. Por ejemplo, un sintoma de la anafilaxia puede reducirse parcialmente o eliminarse por completo y asi
sucesivamente.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se emplea en el presente documento para referirse a aquellos compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificaciéon que son, dentro del alcance del buen criterio médico, adecuados
para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica u otro problema o complicacién, acordes con una relacién beneficio/riesgo razonable.

La frase "en riesgo de tener una reaccion alérgica" como se usa en el presente documento se refiere a un individuo
que ha tenido una reaccion alérgica antes, tiene uno o mas miembros de la familia con antecedentes de reacciones
alérgicas o es un nifo.

Como se usa en el presente documento, "afinidad de unién" se refiere a la fuerza de una interaccién entre dos
entidades, tal como una interaccién proteina-proteina. La afinidad de unién a veces se denomina Ka, o constante de
asociacion, que describe la probabilidad de que las dos entidades separadas estén en el estado unido. En general, la
constante de asociacion se determina mediante una variedad de métodos en los que dos entidades separadas se
mezclan entre si, la porcidn no unida se separa de la porcion unida y se miden las concentraciones de no unidas y
unidas. Un experto en la materia se da cuenta de que existe una variedad de métodos para medir constantes de
asociacion. Por ejemplo, las porciones no unidas y unidas pueden separarse entre si mediante adsorcion,
precipitacion, filtracion en gel, dialisis o centrifugacion, por ejemplo. La medicién de las concentraciones de porciones
unidas y no unidas se puede lograr, por ejemplo, midiendo la radiactividad o fluorescencia, por ejemplo. La Ka también
se puede inferir indirectamente a través de la determinacion de la Ki o constante inhibidora. La determinacion de la K;
puede hacerse de varias maneras, por ejemplo, midiendo la Ka de la unién de STAT3 a su ligando fosfopeptidico
dentro del EGFR en la posicion Y1068 y midiendo la concentracion de una molécula que reduce la unién de STAT3
en un 50 %. En determinadas realizaciones de la invencién, la afinidad de unién de un inhibidor de Stat3 por el dominio
SH2 de Stat3 es similar o mayor que la afinidad de los compuestos enumerados en el presente documento.
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El término "dominio" como se usa en el presente documento se refiere a una subseccion de un polipéptido que posee
una caracteristica estructural y/o funcional exclusiva; generalmente, esta caracteristica es similar a través de diversos
polipéptidos. La subseccion generalmente comprende aminoacidos contiguos, aunque también puede comprender
aminoacidos que actdan en conjunto o que estan muy cerca debido al plegamiento u otras configuraciones. Un ejemplo
de un dominio de proteina es el dominio de homologia Src 2 (SH2) de Stat3. El término "dominio SH2" est4 reconocido
en la técnica y, como se usa en el presente documento, se refiere a un dominio de proteina implicado en interacciones
proteina-proteina, tal como un dominio dentro de la tirosina cinasa Src que regula la actividad cinasa. La invencion
contempla la modulacion de la actividad, tal como la actividad que depende de las interacciones proteina-proteina,
mediada por dominios SH2 de proteinas (por ejemplo, tirosina cinasas como Src) o proteinas implicadas en la
transmision de una sefal de tirosina cinasa en organismos que incluyen mamiferos, tal como seres humanos.

Como se usa en el presente documento, un "mamifero” es un sujeto apropiado para el método de la presente
invencién. Un mamifero puede ser cualquier miembro de la clase superior de vertebrados Mammalia, incluyendo a los
seres humanos; caracterizados por el nacimiento vivo, vello corporal y glandulas mamarias en la hembra que segregan
leche para alimentar a las crias. Adicionalmente, los mamiferos se caracterizan por su capacidad para mantener una
temperatura corporal constante a pesar de las condiciones climaticas cambiantes. Ejemplos de mamiferos son los
seres humanos, gatos, perros, vacas, ratones, ratas y chimpancés. Los mamiferos pueden denominarse "pacientes"”
0 "sujetos" o "individuos".

Il. Realizaciones Generales

Las realizaciones generales incluyen una o mas composiciones para la prevencién de la anafilaxia. Un individuo que
necesita prevencion de la anafilaxia, incluida la reduccién de la gravedad de al menos un sintoma de la anafilaxia,
recibe una cantidad eficaz de una o mas composiciones como se describe en el presente documento. Aunque cualquier
composicion divulgada en el presente documento puede ser adecuada, en realizaciones especificas, la composicion
es N-(1',2-dihidroxi-1,2'-binaftalen-4'-il)-4-metoxibencenosulfonamida (Cpd 188-9).

En algunos casos, un individuo previene la anafilaxia o reduce la gravedad de la anafilaxia con una o mas
composiciones tal como se divulga en el presente documento al ingerir la composicion de forma rutinaria, tal como de
forma rutinaria después de tener una primera anafilaxia o después de identificar el riesgo de tener anafilaxia (por
ejemplo, tal como mediante una prueba de alergia convencional). La expresion "de forma rutinaria" puede describirse
como un curso normal del procedimiento, como una o mas de una vez al dia, quincenalmente, semanalmente,
mensualmente y asi sucesivamente, por ejemplo.

En algunos casos, un individuo previene la anafilaxia o reduce la gravedad de la anafilaxia con una o mas
composiciones tal como se divulga en el presente documento al ingerir la composiciéon de forma periddica, tal como
de forma periédica después de tener una primera anafilaxia o después de identificar el riesgo de tener anafilaxia (por
ejemplo, tal como mediante una prueba de alergia convencional). El periodo puede ser una o mas estaciones del afio.
El periodo puede ser uno o mas periodos de tiempo para uno o mas alérgenos aumentados en un entorno, tal como
durante la polinizacién de uno o mas tipos de plantas, por ejemplo.

En algunos casos, un individuo previene la anafilaxia o reduce la gravedad de la anafilaxia con una o mas
composiciones tal como se divulga en el presente documento al ingerir la composiciéon antes de un evento o entorno
o condicion en donde el individuo probablemente esté o se sepa que esta expuesto al alérgeno. Por ejemplo, al
individuo se le puede administrar la composicién antes del consumo de un alérgeno alimentario particular, antes de la
proximidad o exposicién a un alérgeno vegetal particular, antes de la exposicidon a un ambiente con insectos que pican,
antes de una exposicion al latex, antes de las relaciones sexuales y asi sucesivamente.

En algunos casos, un individuo puede ingerir la composicion de manera rutinaria, pero puede tomar una dosis mayor
de la composicion antes de un evento o entorno o condicién en donde el individuo es probable que esté o se sepa que
esta expuesto al alérgeno.

En algunos casos, un individuo puede ingerir la composicion de manera periddica, pero puede tomar una dosis mayor
de la composicion antes de un evento o entorno o condicién en donde el individuo es probable que esté o se sepa que
esta expuesto al alérgeno.

En determinados casos, un individuo esta recibiendo, ha recibido y/o recibira una dosis eficaz de una o mas
composiciones de la divulgacion, pero el individuo también recibira otra composicion médica para la anafilaxia. En
algunos casos, la otra composicion médica puede ser una o mas dosis de un antihistaminico, epinefrina, esteroides o
una combinacién de los mismos, por ejemplo.

En los casos en que un individuo tiene al menos un sintoma de anafilaxia, el individuo puede recibir una cantidad
eficaz de una o mas composiciones de la invencion antes y/o después de la aparicion de anafilaxia. Cuando se
proporciona al individuo una o mas composiciones antes de la aparicion de la anafilaxia, el inicio de la anafilaxia puede
retrasarse o inhibirse por completo y/o la gravedad de la anafilaxia puede reducirse, en comparacion con la afeccion
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del individuo sin haber recibido la composicidn o las composiciones, por ejemplo.

En realizaciones particulares, se ha diagnosticado a un individuo con una reaccién alérgica. Un individuo puede
someterse a prueba de reaccion alérgica por medios convencionales en la técnica. Por ejemplo, uno puede realizar
pruebas cutaneas (donde se coloca una pequefia cantidad de un posible alérgeno sobre o debajo de la piel para ver
si se desarrolla una reaccion) y/o pruebas de sangre para detectar anticuerpos contra el alérgeno, tal como el uso de
ELISA para medir IgE. Dicha prueba se puede realizar antes o después de saber que el individuo tiene una o més
alergias o que ha tenido una reaccion alérgica.

lll. Reaccidn Alérgica

Las realizaciones de la invencion se refieren a composiciones para el tratamiento y/o prevencion o reduccion del riesgo
de una reaccién alérgica de anafilaxia. Una reaccién alérgica es un trastorno de hipersensibilidad del sistema
inmunitario en el que el sistema inmunitario de una persona reacciona a una sustancia normalmente inofensiva (un
alérgeno), tal como del entorno. Las reacciones alérgicas se caracterizan por la activacion excesiva de mastocitos y
basofilos por la inmunoglobulina E (IgE) y la reaccién da como resultado una respuesta inflamatoria con un intervalo
desde incomodidad a ser fatal.

En la invencion, la reaccién alérgica es anafilaxia, que se caracteriza por un inicio rapido y puede ser fatal. Por lo
general, causa una serie de sintomas que incluyen una erupcion cutanea con picazoén, hinchazén de la garganta y
presion arterial baja, por ejemplo. Las causas comunes incluyen mordeduras/picaduras de insectos, alimentos y
medicamentos.

A nivel fisiopatoldgico, la anafilaxia esta causada por la liberacion de mediadores a partir de los mastocitos, tal como
por la liberacion de mediadores inflamatorios y citocinas a partir de mastocitos y basdfilos, generalmente debido a una
reaccion inmunitaria, pero a veces por un mecanismo no inmunitario. En el mecanismo inmunitario, la inmunoglobulina
E (IgE) se une al antigeno (el material extrafio que provoca la reaccién alérgica). La IgE unida al antigeno activa los
receptores FceRI en los mastocitos y basdfilos. Esto conduce a la liberacion de mediadores inflamatorios como la
histamina. Estos mediadores aumentan posteriormente la contraccion de los musculos lisos bronquiales,
desencadenan la vasodilatacion, aumentan la filtracion de liquido de los vasos sanguineos y causan depresion del
musculo cardiaco. Los mecanismos no inmunitarios implican sustancias que causan directamente la desgranulacion
de los mastocitos y basofilos.

La anafilaxia generalmente se presenta con muchos sintomas diferentes durante minutos u horas. Las areas afectadas
mas comunes incluyen la piel, el sistema respiratorio, el sistema gastrointestinal, el corazén y la vasculatura y sistema
nervioso central y con frecuencia incluyen mas de un sistema u érgano.

Los sintomas de la piel generalmente incluyen urticaria generalizada, picazén, enrojecimiento y/o hinchazén de los
tejidos afectados. La lengua puede hincharse y algunos experimentan secrecién nasal e hinchazén de la conjuntiva.
La piel también puede estar tefiida de azul debido a la reduccion de oxigeno. Los sintomas respiratorios incluyen
dificultad para respirar, sibilancias o estridor, ronquera, dolor al tragar y/o tos. Los sintomas cardiacos incluyen
espasmo de la arteria coronaria, infarto de miocardio, disritmia, paro cardiaco, cambios en la frecuencia cardiaca y/o
una caida en la presion arterial o choque. Los sintomas gastrointestinales pueden incluir dolor abdominal tipo
calambre, diarrea, vémitos, confusién, una pérdida de control de la vejiga y/o dolor pélvico similar al de los calambres
uterinos.

La anafilaxia se puede diagnosticar basandose en criterios clinicos, tal como cuando dentro de unos minutos u horas
de exposicion a un alérgeno existe implicacion de la piel o el tejido de la mucosa ademas de dificultad respiratoria o
presion arterial baja. En determinados casos, la anafilaxia se diagnostica con dos o mas de los siguientes sintomas:
a. implicacion de la piel o mucosa; b. dificultades respiratorias; c. presion arterial baja; y d. sintomas gastrointestinales.
Pue estar implicada la presion arterial baja después de la exposicion a un alérgeno conocido. El diagnéstico puede
incluir pruebas de sangre para determinar triptasa o histamina (liberada de los mastocitos) para determinar la anafilaxia
debido a picaduras de insectos o medicamentos.

Existen tres clasificaciones principales de anafilaxia, la totalidad de ellas puede prevenirse o reducirse en gravedad
con una o mas composiciones como se divulga en el presente documento: choque anafilactico; anafilaxia bifasica; y
pseudoanafilaxia o reacciones anafilactoides (que son un tipo de anafilaxia que no implica una reaccion alérgica pero
que se debe a la desgranulacion directa de los mastocitos y puede denominarse anafilaxia no inmunitaria).

En determinadas realizaciones, un individuo que lo necesite recibe una o0 mas composiciones como se divulga en el
presente documento, pero también se expone a desensibilizacion.

Los individuos con alergias alimentarias son adecuados para la exposicion a una o mas composiciones como se
divulga en el presente documento. Los alérgenos alimentarios habituales incluyen leche, legumbres (tal como
cacahuetes), marisco, frutos secos, huevos, pescado, soja y trigo, por ejemplo. Los casos graves generalmente son
causados por la ingestion del alérgeno, pero algunas personas experimentan una reaccion grave al contacto y/o
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proximidad cercana.

Los individuos con alergias a medicamentos son adecuados para la exposicidon a una 0 mas composiciones como se
divulga en el presente documento. Cualquier medicamento puede desencadenar potencialmente una reaccion
alérgica, incluyendo anestésicos, antibioticos de B-lactamas, aspirina, AINE, quimioterapia, vacunas, preparaciones
de protamina y de hierbas. Algunos medicamentos (tal como la vancomicina, morfina o contraste de rayos X) causan
anafilaxia al desencadenar directamente la desgranulacién de los mastocitos.

Los individuos con alergias a veneno son adecuados para la exposiciéon a una o mas composiciones como se divulga
en el presente documento. El veneno de animales que pican o muerden (tal como himendpteros (abejas y avispas),
medusa, pastinaca) puede inducir anafilaxia en personas susceptibles. Los individuos con reacciones sistémicas
previas (algo mas que una reaccion local alrededor del sitio de la picadura) corren el riesgo de una anafilaxia futura,
aunque algunos individuos no han tenido reaccion sistémica previa.

En algunos casos, los individuos que han tenido un tipo de reaccién alérgica también son susceptibles de tener otro
tipo de reaccion alérgica y estos individuos pueden recibir cantidades eficaces de una 0 mas composiciones como se
divulga en el presente documento.

Los sintomas de reaccién alérgica pueden desarrollarse rapidamente, con frecuencia en segundos o minutos. Pueden
incluir lo siguiente: dolor abdominal; sonidos de respiracién anormales (agudos); ansiedad; molestias u opresion en el
pecho; tos; diarrea; dificultad para respirar; dificultad para tragar; mareos o aturdimiento; habones; picor; congestion
nasal; nduseas o vémitos; palpitaciones; enrojecimiento de la piel; dificultad para hablar; hinchazén de la cara, ojos o
lengua; inconsciencia; sibilancia; pulso rapido, arritmia; edema pulmonar; baja presién arterial; piel azul; debilidad; y/o
sibilancias.

La patente de Estados Unidos N.° 8.099.167 describe métodos y dispositivos para tratar la anafilaxia, choque
anafilactico, constriccion bronquial y/o asma.

IV. Composiciones

Las realizaciones de la invencion abarcan composiciones que son Utiles para prevenir y/o reducir el riesgo o la
gravedad de la anafilaxia. Las composiciones especificas se divulgan en el presente documento.

En realizaciones particulares, las composiciones como se describen en el presente documento se utilizan en el
tratamiento y/o prevencion de la anafilaxia.

La invencién proporciona un método para prevenir o reducir el riesgo o la gravedad de la anafilaxia en un individuo
que comprende suministrar al individuo un compuesto seleccionado del grupo que consiste en N-(1',2-dihidroxi-1,2'-
binaftalen-4'-il)-4-metoxibencenosulfonamida, N-(3,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida,
N-(4,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(5,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-
bencenosulfonamida, N-(6,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(7,1'-Dihidroxi-
[1,2"binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N- (8, T-Dihidroxi- [1,2binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-
bencenosulfonamida, 4-Bromo-N-(1,6'-dihidroxi- [2,2"] binaftalenil-4-il)-bencenosulfonamida y una mezcla de los
mismos.

Las composiciones de la presente invencion pueden obtenerse por cualquier medio adecuado. En realizaciones
especificas, los derivados de la invencion se proporcionan comercialmente, aunque en realizaciones alternativas los
derivados se sintetizan. La sintesis quimica de los derivados puede emplear técnicas bien conocidas a partir de
materiales de partida faciimente disponibles. Dichas transformaciones sintéticas pueden incluir, pero sin limitacion,
proteccion, desproteccion, oxidacion, reduccion, acoplamiento cruzado C-C catalizado por metal, etapas de
acoplamiento Heck o de acoplamiento Suzuki (véase, por ejemplo, March's Advanced Organic Chemistry: Reactions,
Mechanisms, and Structures, 5ta edicion John Wiley and Sons de Michael B. Smith y Jerry March).

V. Realizaciones para direccionamiento a Stat3

Las proteinas STAT, de las cuales existen siete (1,2, 3, 4, 5A, 5B y 6), transmiten sefiales de hormonas peptidicas
desde la superficie celular al nucleo. La informacion estructural detallada de las proteinas STAT actualmente esta
limitada a Stat1 y Stat3. Stat1 fue la primera STAT que se descubrio (Fu et al. 1992) y se requiere para la sefializacion
de los IFN Tipo | y Il (Meraz et al. 1996; Wiederkehr-Adam et al. 2003; Durbin et al,. 1996; Haan et al., 1999). Los
estudios en ratones deficientes en Stat1 (Meraz et al. 1996; Durbin et al,. 1996; Ryan et al. 1998) apoyan un papel
esencial para Stat1 en la inmunidad innata, especialmente contra patégenos viricos. Ademas, Stat1 es un potente
inhibidor del crecimiento y promotor de la apoptosis (Bromberg y Darnell, 2000). Ademas, debido a que los tumores
de animales de tipo silvestre tratados con carcinégeno crecen méas rapidamente cuando se trasplantan en animales
deficientes en Stat1 que en un hospedador de tipo silvestre, Stat1 contribuye a la vigilancia del tumor (Kaplan et al.
1998).
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Stat3 se denominé originalmente factor de respuesta de fase aguda (APRF, por sus siglas en inglés) porque se
identificéd por primera vez como un factor de transcripcién que se unia a elementos de respuesta a IL-6 dentro de la
region potenciadora-promotora de diferentes genes de proteinas de fase aguda (Akira, 1997). Ademas de los
receptores para la familia de las citocinas IL-6, otras vias de sefializaciéon estan vinculadas a la activacion de Stat3
incluyen receptores para otros receptores de citocinas de tipo | y tipo I, receptor tirosina cinasas, receptores acoplados
a proteinas G y cinasas Src (Schindler y Darnell, 1995; Turkson et al., 1998). La alteracion dirigida del gen Stat3 de
raton conduce a la letalidad embrionaria a los 6,5 a 7,5 dias (Takeda et al. 1997) indicando que Stat3 es esencial para
el desarrollo embrionario temprano, posiblemente gastrulacion o funciéon del endodermo visceral (Akira, 2000). La
eliminacion de Stat3 especifica de tejidos usando la tecnologia Cre-lox ha revelado una disminucion de la apoptosis
de las células epiteliales mamarias que da como resultado una involucion mamaria retrasada durante el destete
(Chapman et al. 1999). Hallazgos recientes indican que el cambio de la proteina STAT predominante activada por un
receptor dado puede producirse cuando se elimina genéticamente una STAT cadena abajo de ese receptor (Costa-
Pereira et al., 2002; Qing y Stark, 2004). Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que el efecto de la eliminacion de
Stat3 en el tejido mamario pueda estar mediado indirectamente por una mayor activacion de otras proteinas STAT,
especialmente Stat5.

Isoformas de Stat1 y de Stat3. Se han identificado dos isoformas de Stat1 y Stat3: a (p91 y p92, respectivamente) y 3
(p84 y p83, respectivamente) (Schindler et al. 1992; Schaefer et al., 1995; Caldenhoven et al., 1996; Chakraborty et
al. 1996) - que surgen debido al empalme de ARNm alternativo (FIG. 13). A diferencia de Stat1p (712 aa), en el que
la transactivacion C-terminal simplemente se elimina, los 55 restos de aminoacidos de Stat3a se reemplazan en Stat3
B por 7 restos de aminoacidos exclusivos en su extremo C. A diferencia de Stat1 B, Stat3 B no es simplemente un
negativo dominante de Stat3a (Maritano et al. 2004) y regula las dianas génicas de una manera distinta de Stat3
(Maritano et al. 2004; Yoo et al., 2002). Se ha demostrado que Stat3a contribuye a la transformacién en modelos
celulares y a muchos canceres humanos, incluido el cancer de mama. Se demostré que Stat3a se activa
constitutivamente en fibroblastos transformados por oncoproteinas tales como v-Src (Yu et al. 1995; Garcia y Jove,
1998) y es esencial para la transformacion mediada por v-Src (Turkson et al. 1998; Costa-Pereira et al., 2002). A
diferencia de Stat3a, Stat3 antagonizoé la transformacién de v-Src mediada por Stat3a (Turkson et al. 1998). La
sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de Stat3a en fibroblastos de rata o ratén inmortalizados indujo
su transformacién y confirié la capacidad de formar tumores en ratones atimicos (Bromberg et al. 1999). Se ha
demostrado que Stat3 se activa constitutivamente en una variedad de tumores hematolégicos y sélidos, incluido el
cancer de mama (Dong et al. 2003; Redell y Tweardy, 2003) como resultado de la produccion del factor de crecimiento
autocrino o la desregulacién de las proteinas tirosina cinasas. En practicamente todos los casos, la isoforma que
demuestra una mayor actividad es Stat3a.

Direccionamiento a Stat3a mientras se evita Stat1. Dados sus mdltiples papeles contribuyentes a la oncogénesis,
Stat3 ha llamado recientemente la atencién como una diana potencial para la terapia contra el cancer (Bromberg,
2002; Turkson, 2004). Si bien se han empleado con éxito varios métodos de inhibicién de Stat3 y se ha establecido
una prueba de principio de que el direccionamiento a Stat3 es potencialmente beneficioso en una variedad de sistemas
tumorales, incluido el cancer de mama en el que Stat3 se activa constitutivamente (Epling-Burnette et al., 2001;
Yoshikawa et al., 2001; Li y Shaw, 2002; Catlett-Falcone et al., 1999; Mora et al., 2002; Grandis et al., 2000; Leong et
al., 2003; Jing et al., 2003; Jing et al., 2004; Turkson et al., 2001; Ren et al., 2003; Shao et al., 2003; Turkson et al.,
2004; Uddin et al., 2005); todos tienen posibles limitaciones para la traduccion al uso clinico de la terapia contra el
cancer relacionada con problemas relacionados con el suministro, especificidad o toxicidad.

Varios grupos han seguido estrategias especificas que se dirigen a Stat3 mediante la identificacion de inhibidores del
reclutamiento y/o dimerizacién de Stat3 (Turkson et al. 2001; Ren et al., 2003; Shao et al., 2003; Uddin et al., 2005;
Song et al., 2005; Schust et al., 2006). Como se describe a continuacion, esta estrategia tiene el potencial de lograr
especificidad basada en la observacién de que el motivo peptidico con pY preferido de cada proteina STAT es distinto.
Cuando se combina con un enfoque de molécula pequena, esta estrategia tiene el potencial de superar los problemas
de suministro y toxicidad.

Direccionamiento a Stat3a mientras se evita Stat3B. Algunas de las caracteristicas bioquimicas distintas de Stat3f3
frente a Stat3a, especialmente la activacion constitutiva y un aumento de 10 a 20 veces en la afinidad de union al
ADN, se han atribuido a la ausencia del dominio de transactivacion C-terminal (TAD, por sus siglas en inglés) que da
como resultado una mayor estabilidad del dimero Stat3@ (Park et al. 1996; Park et al., 2000). El aumento de la
estabilidad del dimero probablemente sea el resultado de una mayor afinidad de unién del dominio SH2 a los motivos
peptidicos con pY cuando se encuentra en el contexto de Stat3f3 en comparacion con Stat3a debido a un impedimento
estérico reducido conferido por la eliminacién del TAD. Estas caracteristicas bioquimicas diferenciales entre Stat3 a y
Stat3 B se explotan para desarrollar un compuesto quimico que se dirige selectivamente a Stat3 a, en algunas
realizaciones. Esta selectividad potencia el efecto antitumoral de tales compuestos, en determinados casos, porque
evitarian Stat3p, que funciona para antagonizar las funciones oncogénicas de Stat3a.

En determinadas realizaciones de la invencidn, las terapias especificas dirigidas a la sefializacion Stat3 son utiles para
el tratamiento de la anafilaxia.
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VI. Terapia de combinacion

Es un aspecto de esta invenciéon que una composicion como se divulga en el presente documento se usa en
combinacién con otro agente o método de terapia, tal como el tratamiento de reaccion alérgica. La composicion o las
composiciones (que puede o no ser un inhibidor de Stat3) puede preceder o seguir el tratamiento con otro agente en
intervalos que varian de minutos a semanas, por ejemplo. En realizaciones en las que el otro agente y la composicion
de la invencion se aplican por separado a un individuo con anafilaxia, tal como en el momento del suministro a un
individuo sospechoso de tener anafilaxia, se sabe que tiene anafilaxia, o esta en riesgo de tener anafilaxia, habria que
asegurarse, en general, de que no pasara un periodo de tiempo significativo entre el momento de cada suministro, de
manera que el agente y la composicion todavia fueran capaces de ejercer un efecto combinado ventajoso en el
individuo.

Por ejemplo, en tales casos, se contempla que se pueda poner en contacto al individuo con una, dos, tres, cuatro o
mas modalidades sustancialmente de forma simultanea (es decir, en menos de aproximadamente un minuto) con la
composicion de la invencién. En otros aspectos, uno o mas agentes pueden administrarse en aproximadamente 1
minuto, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 20 minutos, aproximadamente
30 minutos, aproximadamente 45 minutos, aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 2 horas,
aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas,
aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas,
aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas, aproximadamente 14 horas,
aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas, aproximadamente 18 horas,
aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas, aproximadamente 22 horas,
aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 25 horas, aproximadamente 26 horas,
aproximadamente 27 horas, aproximadamente 28 horas, aproximadamente 29 horas, aproximadamente 30 horas,
aproximadamente 31 horas, aproximadamente 32 horas, aproximadamente 33 horas, aproximadamente 34 horas,
aproximadamente 35 horas, aproximadamente 36 horas, aproximadamente 37 horas, aproximadamente 38 horas,
aproximadamente 39 horas, aproximadamente 40 horas, aproximadamente 41 horas, aproximadamente 42 horas,
aproximadamente 43 horas, aproximadamente 44 horas, aproximadamente 45 horas, aproximadamente 46 horas,
aproximadamente 47 horas, hasta aproximadamente 48 horas 0 mas antes y/o después de administrar la composicion
de la invencion. En otras realizaciones determinadas, un agente puede administrarse dentro de aproximadamente 1
dia, aproximadamente 2 dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias,
aproximadamente 6 dias, aproximadamente 7 dias, aproximadamente 8 dias, aproximadamente 9 dias,
aproximadamente 10 dias, aproximadamente 11 dias, aproximadamente 12 dias, aproximadamente 13 dias,
aproximadamente 14 dias, aproximadamente 15 dias, aproximadamente 16 dias, aproximadamente 17 dias,
aproximadamente 18 dias, aproximadamente 19 dias, aproximadamente 20, a aproximadamente 21 dias antes y/o
después de administrar la composicion de la invencién, por ejemplo. En algunas situaciones, puede ser conveniente
prolongar el periodo de tiempo para el tratamiento de manera significativa, tal como donde transcurren varias semanas
(por ejemplo, aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente
5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, o aproximadamente 8 semanas o mas) entre las correspondientes
administraciones. En algunas situaciones, puede ser conveniente prolongar el periodo de tiempo para el tratamiento
de manera significativa, tal como donde transcurren varios meses (por ejemplo, aproximadamente 1,
aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, o aproximadamente 8 semanas 0 mas) entre las correspondientes administraciones.

Se pueden emplear distintas combinaciones, la composicidn de la invencién es "A" y el agente secundario, que puede
ser cualquier otro agente terapéutico contra el cancer, es B":

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/AJA/B AJA/A/B B/A/AIA AIB/A/A AIA/B/IA

La administracion de las composiciones terapéuticas de la presente invencion a un paciente seguira generalmente
protocolos generales para administracion de farmacos, teniendo en cuenta la toxicidad. Se espera que los ciclos de
tratamiento se repitan segun sea necesario.

Terapias combinadas ejemplares incluyen antihistaminicos, esteroides, epinefrina y asi sucesivamente.
VIl. Composiciones Farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad eficaz de una composicion como
se divulga en el presente documento disuelta o dispersada en un transportador farmacéuticamente aceptable. Las
frases "farmacéutica" o "farmacolégicamente aceptable" se refieren a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccién adversa, alérgica o cualquier otra perjudicial cuando se administran a un animal, tal como, por
ejemplo, a un ser humano, segun sea apropiado. La preparacion de una composicién farmacéutica que en algunos
casos contiene al menos un inhibidor de Stat3 de la invencion y en algunos casos un principio activo adicional, seran
conocidos por los expertos en la materia a la luz de la presente divulgacion, tal como se ejemplifica por Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990. Por otra parte, para la administracion a animales (p.
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ej., seres humanos), se entendera que las preparaciones deben cumplir con la esterilidad, pirogenicidad, estandares
generales de seguridad y pureza segun las exigencias de los estandares de la Oficina de Estandares Bioldgicos de la
FDA.

Como se usa en el presente documento, "transportador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifungicos), agentes isotonicos, agentes de retardo de la absorcién, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, tales como materiales y combinaciones de los mismos, como sabria
un experto en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company,
1990, pags. 1289-1329). Excepto en la medida en donde un transportador convencional cualquiera sea incompatible
con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

La composicion o las composiciones pueden comprender diferentes tipos de transportadores dependiendo de si se va
a administrar en forma solida, liquida o de aerosol y si tienen que ser estériles para dichas vias de administracion tal
como inyeccion. La presente invencion puede administraron por via intravenosa, intradérmica, intraarterial,
intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intranasal,
intravitrea, intravaginal, intrarrectal, tépica, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival,
intravesicular, mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, topica, local, inyeccion, infusion, infusion
continua, perfusién localizada que riega células diana directamente, mediante un catéter, mediante un lavado, en
composiciones lipidicas (p. €j., liposomas), como un aerosol o por otro método o cualquier combinaciéon de los
anteriores, como sabria un experto en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed.
Mack Printing Company, 1990).

La cantidad de dosis real de una composicion de la presente invencion administrada a un individuo puede determinarse
por factores fisicos y fisiologicos tales como el peso corporal, la gravedad de la afeccidn, el tipo de enfermedad a
tratar, intervenciones terapéuticas previas o simultaneas y la via de administracion. El médico responsable de la
administracion, en cualquier caso, determinara la concentraciéon de principio activo (o principios activos) en una
composicion y la dosis o las dosis adecuadas para el sujeto individual.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos
aproximadamente el 0,1 % de una composicion. En otras realizaciones, el compuesto activo puede comprender entre
aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 75 % del peso de la unidad, o entre aproximadamente el 25 % y
aproximadamente el 60 %, por ejemplo y cualquier intervalo derivado de los mismos. En otros ejemplos no limitantes,
una dosis también puede comprender de aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal, 0,5 mg/kg de peso corporal,
1 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal, aproximadamente
40 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 75 mg/kg de peso
corporal, aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 200 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 350 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, aproximadamente
750 mg/kg de peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal o0 mas por administracion y cualquier
intervalo que pueda derivarse a partir de los mismos. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los
numeros enumerados en el presente documento, se puede administrar un intervalo de aproximadamente 10 mg/kg de
peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal,etc., basandose en los numeros descritos
anteriormente. En determinadas realizaciones de la invencién, se contemplan diversos mecanismos de dosificacion.
Por ejemplo, la composicion se puede administrar una o més veces al dia, una o mas veces a la semana, o una o0 mas
veces al mes y asi sucesivamente.

En cualquier caso, la composicién puede comprender varios antioxidantes para retardar la oxidaciéon de uno o mas
componentes. Adicionalmente, la prevencion de la accion de los microorganismos puede lograrse mediante
conservantes tal como diversos agentes antibacterianos y antifungicos, incluyendo, pero sin limitacion, parabenos (por
ejemplo, metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal o combinaciones de los
mismos.

La composicién puede formularse en una base libre, neutra o en forma de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables
incluyen las sales formadas con los grupos carboxilo libres derivados de bases inorganicas tal como, por ejemplo,
sodio, potasio, amonio, hidroxidos de calcio o férricos; o bases organicas, tales como isopropilamina, trimetilamina,
histidina o procaina.

En realizaciones donde la composicion esta en forma liquida, un transportador puede ser un disolvente o medio de
dispersién que comprende, pero sin limitacion, agua, etanol, poliol (p.ej., glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido,
etc.), lipidos (p. €j., triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los mismos. La fluidez apropiada
puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina; por el mantenimiento del
tamafio de particulas requerido por dispersion en transportadores tales como, por ejemplo, poliol liquido o lipidos;
mediante el uso de tensioactivos tal como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa; o combinaciones de los mismos tales
métodos. En muchos casos, se preferira incluir agentes isoténicos, tal como, por ejemplo, azucares, cloruro de sodio
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o combinaciones de los mismos.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando la presente invencion en la cantidad necesaria del
disolvente apropiado con otros ingredientes diferentes enumerados anteriormente, segin sea necesario, seguido de
esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los diferentes principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio basico de dispersion y/o los otros ingredientes. En el caso
de polvos estériles para la preparacion de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacion son técnicas de secado al vacio o criodesecacion que producen un polvo del principio activo
mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de un medio liquido previamente esterilizado por filtracion del
mismo. El medio liquido debe estar tamponado de manera adecuada en caso necesario y el diluyente liquido se hara
isotonico primero, antes de la inyeccidn con suficiente solucién salina o glucosa. También se contempla la preparacion
de composiciones altamente concentradas para inyeccion directa, donde se prevé el uso de DMSO como disolvente
para dar como resultado una penetracion extremadamente rapida, suministrando altas concentraciones de los
principios activos en un area pequefia.

La composicion ha de ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y conservarse contra la accion
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminacion por endotoxinas
debe mantenerse al minimo dentro de un nivel seguro, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina.

En realizaciones particulares, puede lograrse la absorcion prolongada de una composicion inyectable mediante el uso
en las composiciones de agentes que retrasen la absorcion, tal como, por ejemplo, monoestearato de aluminio,
gelatina o combinaciones de los mismos.

VIIL. Kits

Cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento puede estar comprendida en un kit y estan
alojadas en un recipiente adecuado. Los kits comprenderan asi, en un recipiente adecuado, una o0 mas composiciones
y, en algunos casos, un agente adicional de la presente invenciéon. En algunos casos, existe uno o mas agentes
distintos a los de la composicién de la divulgacion que se incluyen en el kit, tal como uno o mas agentes para el
tratamiento de la anafilaxia. En realizaciones particulares, existe un aparato o cualquier tipo de medio para el
diagnostico de anafilaxia.

Los componentes de los kits pueden envasarse en medios acuosos o en forma liofilizada. El recipiente de los kits
generalmente incluira al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa u otro recipiente, en el que se puede
colocar un componente y preferentemente, distribuir en alicuotas adecuadamente. Cuando existe mas de un
componente en el kit, el kit también contendra generalmente un segundo, tercer u otro recipiente adicional en el que
los componentes adicionales se pueden colocar por separado. Sin embargo, en un vial pueden estar comprendidas
diferentes combinaciones de componentes. Los kits de la presente invencién también incluiran generalmente un medio
para contener la composicion, agente adicional y cualquier otro recipiente de reactivos en confinamiento cerrado para
su venta comercial. Tales recipientes pueden incluir recipientes de plastico inyectados o moldeados por soplado en
los que se conserven los viales deseados.

Las composiciones también pueden formularse en una composicién inyectable. En cuyo caso, el recipiente puede ser
una jeringa en si mismo, una pipeta y/u otro aparato similar, a partir del cual la formulacién puede aplicarse a un area
infectada del cuerpo, inyectarse en un animal y/o incluso aplicarse y/o mezclarse con los otros componentes del kit.
Sin embargo, los componentes del kit pueden proporcionarse como polvo/s seco/s. Cuando los reactivos y/o
componentes se proporcionan como un polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adicion de un disolvente
adecuado. Se prevé que el disolvente también se pueda proporcionar en otro recipiente.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las realizaciones preferidas de la invencién. Los expertos en la
materia deberian apreciar que las técnicas divulgadas en los siguientes ejemplos representan técnicas descubiertas
por los presentes inventores para que funcionen bien en la practica de la invencion y, por tanto, se puede considerar
que constituyen modos preferidos para su practica. Los ejemplos 1-11 son ejemplos de referencia.

Ejemplo 1
MATERIALES Y METODOS EJEMPLARES

Exploracion virtual de ligandos. Los inventores aislaron la estructura tridimensional del dominio SH2 de Stat3 de la
estructura del fragmento central de los homodimeros de Stat3 fosforilados unidos al ADN (Becker et al. 1998)
depositado en el banco de datos RCSB Protein Data Bank (PDB) (cédigo PDB 1BG1) y convertido en un sistema
compatible con Mecanica de Coordinacion Interna (ICM, por sus siglas en inglés) mediante la adicion de atomos de
hidrégeno, modificando aminoacidos inusuales, haciendo ajustes de carga y realizando etapas de limpieza adicionales.
Ademas, los inventores recuperaron las coordenadas del dominio SH2 de Stat1 del banco de datos PDB (c6digo PDB
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1BF5) para su uso en el analisis de selectividad por ordenador (Chen et al. 1998). Las bases de datos de sustancias
quimicas comerciales (Chembridge, Asinex, ChemDiv, Enamine, Keyorganics y Life Chemicals) se eligieron como
fuentes de compuestos para la exploracion in silico. La seleccién fue el hidrégeno de la amida de E638 dentro del sitio
que se une al resto +3 (Q, C o T) dentro del ligando peptidico con pY (Shao et al. 2006) como punto central del
compartimento de unién, que consistia en un cubo con dimensiones 16,0 x 16,9 x 13,7 angstrom. Ademas del sitio de
unién +3, este cubo contenia el sitio de union al resto pY que consistia principalmente en R609 y K591 (Shao et al.
2006) y un sitio de unién hidréfoba que consiste en Buclegc_gp y Bucleas-oc. La alineacién de secuencia y la
superposicion de las estructuras de Stat3 y Stat1 revelaron diferencias sustanciales en la secuencia de estos bucles;
la falta de su superposicion indicd que esta regidon podria servir como filtro de selectividad (Cohen et al. 2005). Se
realizé un calculo de acoplamiento flexible (Totrov y Abagyan 1997) para determinar la puntuacién de energia minima
global y, por lo tanto, predecir la conformacion éptima del compuesto dentro del compartimento. Se selecciond un
compuesto para adquisicion y pruebas bioquimicas basandose en el cumplimiento de los criterios de analisis de
interaccion (CIA): 1) puntuacion de energia minima global <-30, 2) formacion de un puente de sal y/o red de enlaces
de H dentro del sitio de unién al resto pY y 3) formacion de un enlace de H con o bloqueando el acceso al hidrogeno
de la amida de E638. La mayor parte, pero no todos, los compuestos interactuaron también con el sitio de union
hidrofoba.

Ensayo de union de SH2 de Stat3/péptido con pY. Los ensayos de union de Stat3 se realizaron a 25 °C con un
biosensor BlAcore 3000 usando tampdn Tris 20 mM pH 8 que contenia mercaptoetanol 2 mM y DMSO al 5 % como
tampon en ejecucion (Kim et al. 2005). Los dodecapéptidos derivados de EGFR biotinilados fosforilados y no
fosforilados basados en la secuencia que rodea a Y1068 (Shao et al. 2004) se inmovilizaron en un chip sensor
recubierto con estreptavidina (BlAcore inc., Picataway NJ). La unién de Stat3 se realizé en tampén Tris 20 mM pH 8
que contenia B-mercaptoetanol 2 mM a un caudal de 10 pl/min durante 1-2 minutos. Se mezclaron previamente partes
alicuotas de Stat3 a 500 nM con compuesto para lograr una concentracion final de 1-1.000 uM y se incubaron a 4 °C
antes de inyectarlas en el chip sensor. El chip se regeneré inyectando 10 pl de glicina 100 mM a pH 1,5 después de
cada inyeccion de muestra. Se ejecuto un control (Stat3 con DMSO, pero sin compuesto) al principio y al final de cada
ciclo (40 inyecciones de muestra) para garantizar que la integridad del chip sensor se mantuviera durante todo el ciclo.
El promedio de los dos controles se normalizé al 100 % y se usé para evaluar el efecto de cada compuesto sobre la
union de Stat3. Las respuestas se normalizaron dividiendo el valor a los 2 minutos por la respuesta obtenida en
ausencia de compuestos a los 2 minutos y multiplicando por 100. Los valores de Clso se determinaron representando
graficamente el % de respuesta maxima en funcion del logaritmo de la concentracién del compuesto y ajustando los
puntos experimentales a un modelo de unién competitiva utilizando una ecuacion logistica de cuatro parametros: R =
Rhigh - (Rnigh - Riow)/ (1 + conc/A1)*A2, donde R = porcentaje de respuesta a la concentracion de inhibidor, Rnigh =
porcentaje de respuesta sin compuesto, Riow= porcentaje de respuesta a la concentracion de compuesto mas alta, A2
= parametro de ajuste (pendiente) y A1 = Clso (programa informatico BlAevaluation version 4.1).

Ensayo de Inmunotransferencia. La linea celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) se cultivo en placas de
6 pocillos en condiciones normales. Las células se trataron previamente con compuestos (0, 1, 3, 10, 30, 100 y 300
pM) durante 1 hora y después se estimularon en condiciones 6ptimas con interferén gamma (IFN-y; 30 ng/ml durante
30 min) para activar Stat1 o interleucina-6 (IL-6; 30 ng/ml durante 30 min) para activar Stat3 (30-31). Después se
cosecharon los cultivos y se extrajeron las proteinas usando tampén con alto contenido de sal, como se describe en
(Shao et al. 2006). En resumen, los extractos se mezclaron con 2X de tampon de muestra de dodecil sulfato de sodio
(SDS) (125 mmol/l de Tris-HCL pH 6,8; SDS al 4 %; glicerol al 20 %; 2-mercaptoetanol al 10 %) en una relacién 1:1y
se calentaron durante 5 minutos a 100 °C. Las proteinas (20 pg) se separaron por SDS-PAGE al 7,5% y se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés) (Millipore, Waltham, MA) e
se inmunotransfirieron. Se incluyeron en cada gel marcadores de peso molecular tefidos previamente (Biorad,
Hercules, CA). Las membranas se probaron en serie con anticuerpos contra pY’°! de Stat1 o pY7% de Stat3 seguido
de anticuerpos contra Stat1 o Stat3 (Transduction labs, Lexington, KY) y después anticuerpos contra B-actina (Abcam,
Cambridge, MA). Las membranas se separaron entre la prueba de anticuerpos usando Tampén de Separacion de
Transferencia Western Restore™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) segun las instrucciones del fabricante.
Se usé anti-lgG de ratéon de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante como anticuerpo secundario
(Invitrogen Carlsbad, CA) y las membranas se desarrollaron con un sistema de deteccién de quimioluminiscencia
potenciada (ECL) (Amersham Life Sciences Inc.; Arlington Heights, IL.).

Explorar la similitud. Tres compuestos identificados en la exploracion de ligando virtual inicial (VLS) -Cpd3, Cpd30 y
Cpd188 inhibieron la unién del SH2 de Stat3/péptido con pY vy la fosforilacion de Stat3 mediada por IL-6 y se eligieron
como moléculas de referencia para la exploracion de la similitud. Se envié una consulta de similitud de huella para
cada compuesto de referencia a Molcart/ICM (Distancia maxima, 0,4). Se calculé la similitud entre cada molécula de
referencia y cada molécula de base de datos y los resultados de similitud se clasificaron en orden decreciente de
puntuaciéon de similitud de ICM (Eckert y Bajorath 2007). Las bases de datos buscadas incluyeron ChemBridge,
LifeChemicals, Enamine, ChemDiv, Asinex, AcbBlocks, KeyOrganics y PubChem para un total de 2,47 millones de
compuestos. Todos los compuestos identificados se acoplaron al compartimento de unién del dominio SH2 de Stat3
in silico. Los compuestos que cumplian los criterios CIA se adquirieron y probaron como se describe para los
compuestos identificados en la exploracion primaria.

Ensayo de Cambios de Movilidad Electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés): EMSA se realiz6 utilizando el
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oligonucleédtido de doble hélice radiomarcado hSIE como sonda como se describe en (Tweardy et al. 1995). En
resumen, se prepararon extractos con alto contenido de sal a partir de células HepG2 incubadas sin o con IL-6 (30
ng/ml) durante 30 minutos. La concentracion de proteina se determind mediante el Ensayo Bradford y se incubaron
20 pg de extracto con compuesto (300 uM) durante 60 minutos a 37 °C. La sonda hSIE unida y no unida se separé
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (4,5 %). Los geles se secaron y autorradiografiaron.

Modelado molecular. Todas las configuraciones 3-D del dominio SH2 de Stat3 complejadas con compuestos se
determinaron mediante optimizacidn energética global que implica multiples etapas: 1) la localizacion de las moléculas
organicas se ajustd como un todo en una amplitud de 2 A mediante translaciones aleatorias pseudobrownianas y
rotaciones alrededor del centro de gravedad molecular, 2) las variables internas de las moléculas organicas se
cambiaron al azar. 3) los grupos acoplados dentro de los angulos de torsién de la cadena lateral del dominio SH2 de
Stat3 se muestrearon con sacudidas de probabilidad sesgadas mientras se fijaban las variables restantes de la
proteina, 4) las minimizaciones de energia local se realizaron utilizando el Programa de Energia de Conformacion
Empirica para Péptidos tipo 3 (ECEPP3, por sus siglas en inglés ) en el vacio (Nemethy et al. 1992) con constante
dieléctrica dependiente de la distancia € = 4r, se afiadieron la energia del disolvente basada en la superficie y las
contribuciones entrépicas de las cadenas laterales proteicas evaluadas y 5) las conformaciones del complejo, que se
determinaron por los criterios de Metropolis, se seleccionaron para el siguiente circulo de exploracion de la
conformacion. La configuracion tridimensional inicial del dominio SH2 de Stat1 en un complejo con cada compuesto
se predijo y generé mediante superposicion, dentro del modelo informatico, de las caracteristicas tridimensionales del
SH2 de Stat1 en la configuracion tridimensional del dominio SH2 de Stat3 en un complejo con cada compuesto. El
modelo informatico final de SH2 de Stat1 en un complejo con cada compuesto se determiné por minimizacién local
utilizando mecéanica molecular basada en el Campo de Fuerzas de Coordenadas Internas (ICFF, por sus siglas en
inglés) (Totrov y Abagyan 1997). Los inventores calcularon la energia de van der Waals del complejo de Stat1 o 3-
SH2 unido a cada compuesto utilizando el potencial de Lennard-Jones con el campo de fuerza ECEPP/3 (Nemethy et
al. 1992).

Microscopia de fluorescencia confocal y de alto rendimiento. La microscopia de fluorescencia confocal y de alto
rendimiento (HTFM) de las células MEF/GFP-Stat3a se realizé como se describe en (Huang et al. 2007). En resumen,
para microscopia de fluorescencia confocal, las células se cultivaron en placas de 6 pocillos que contenian un
cubreobjetos. Para HTFM, se sembraron células en placas CC3 de 96 pocillos a una densidad de 5.000 células/pocillo
utilizando un sistema de siembra en placa automatico. Las células se cultivaron en condiciones normales hasta un 85-
90 % de confluencia. Las células se trataron previamente con compuesto durante 1 hora a 37 °C y después se
estimularon con IL-6 (200 ng/ml) e IL-6sR (250 ng/ml) durante 30 minutos. Las células se fijaron con formaldehido al
4 % en tampon PEM (PIPES de potasio 80 mM, pH 6,8, EGTA 5 mM pH 7,0, MgCl2 2 mM) durante 30 minutos a 4 °C,
se inactivaron en 1 mg/ml de NaBH4 (Sigma) en tampén PEM y se contratifieron durante 1 minuto en 4,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI; Sigma; 1 mg/ml) en tampén PEM. Los cubreobjetos se examinaron por microscopia fluorescente
confocal. Las placas se analizaron por HTFM automatizada utilizando la plataforma Cell Lab IC Image Cytometer
(IC100) y el programa informatico de analisis Cytoshop Version 2.1 (Beckman Coulter). La translocacion nuclear se
cuantifica utilizando la fraccion localizada en la medicién del nucleo (FLIN) (Sharp et al. 2006).

Ejemplo 2

IDENTIFICAC]()N POR VLS DE COMPUESTOS QUE BLOQUEARON LA UNION DE STAT3 A SU LIGANDO
FOSFOPEPTIDICO E INHIBIERON LA FOSFILACION DE STAT3 MEDIADA POR IL-6

El protocolo VLS se usé para evaluar un total de 920.000 compuestos similares a farmacos. De estos, 142 compuestos
cumplieron los criterios CIA. Estos compuestos se adquirieron y probaron para determinar su capacidad para bloquear
la unién de Stat3 a su ligando fosfopeptidico en un ensayo de unién basado en resonancia de plasmoén superficial
(SPR, por sus siglas en inglés) y para inhibir la fosforilacion mediada por IL-6 de Stat3. Los experimentos de
competencia por SPR mostraron que, de los 142 compuestos probados, 3 compuestos,Cpd3, Cpd30 y Cpd188, fueron
capaces de competir directamente con el péptido con pY para unirse a Stat3 con valores de Clso de 447, 30 y 20 uM,
respectivamente (FIG. 1y 3; Tabla 4).

Tabla 4. Valores de Clso (uM) de 6 compuestos activos

Ensayo |(Cpd3 |Cpd30 |Cpd188 |[Cpd3-2 |Cpd3-7 |Cpd30-12
SPR 447" 130 20 256 137 114
pStat3 91 18 73 144 63 60

HTM 131 77 39 150 20 >300

Los datos presentados son la media o media + DE; ND = No determinado.

Ademas, cada compuesto inhibié la fosforilacion mediada por IL-6 de Stat3 con valores de CI50 de 91, 18 y 73 uM,
respectivamente (FIG. 2; Tabla 4).

La exploracion de similitud con Cpd3, Cpd30 y Cpd188 identificaron 4.302 compuestos adicionales. La exploracion
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VLS se realizé con cada uno de estos compuestos, que identificé 41 compuestos que cumplian los criterios CIA; estos
se adquirieron y probaron. Los experimentos de competencia por SPR mostraron que, de estos 41 compuestos, 3
compuestos, Cpd3-2, Cpd3-7 y Cpd30-12, fueron capaces de competir directamente con el péptido con pY para unirse
a Stat3 con valores de Clso de 256, 137 y 114 puM, respectivamente (FIG. 1y 3; Tabla 4). Ademas, cada compuesto
inhibio la fosforilacion de Stat3 mediada por IL-6 con valores de CI50 de 144, 63 y 60 uM, respectivamente (FIG. 2;
Tabla 4).

Ejemplo 3

LA INHIBIQION MEDIADA POR COMPUESTO DE LA FOSFORACION ESTIMULADA POR LIGANDO DE STAT3
ES ESPECIFICA PARA STAT3 FRENTE A STAT1

Mientras Stat3 contribuye a la oncogénesis, en parte, a través de la inhibicion de la apoptosis, Stat1 es antioncogénico;
media los efectos apoptéticos de los interferones y contribuye a la vigilancia del tumor (Kaplan et al. 1998; Ramana et
al., 2000). En consecuencia, los compuestos que se dirigen a Stat3 mientras evitan Stat1, dejando sus funciones
antioncogénicas sin oposicion, pueden dar como resultado un efecto antitumoral sinérgico. Para evaluar la selectividad
de los compuestos para Stat3 frente a Stat1, las células HepG2 se incubaron con Cpd3, Cpd30, Cpd188, Cpd3-2,
Cpd3-7 y Cpd30-12 (300 uM) durante 1 hora a 37 °C antes de la estimulacion con IFN-y (FIG. 4). Solo el tratamiento
con Cpd30-12 bloqued la fosforilacion de Stat1 mientras que cada uno de los otros cinco compuestos, Cpd3, Cpd30,
Cpd188, Cpd3-2 y Cpd3-7, no lo hicieron. Por lo tanto, cinco de los seis compuestos identificados fueron selectivos e
inhibieron la fosforilacion estimulada por ligandos de Stat3, pero no Stat1.

Ejemplo 4

ANALISIS DE SECUENCIA Y MODELADO MOLECULAR DE LA INTERACCION DE CADA COMPUESTO CON EL
DOMINIO SH2 DE STAT3 FRENTE A STAT1

Para comprender a nivel molecular la base en la selectividad de Cpds 3, 30, 188, 3-2 y 3-7 y la ausencia de selectividad
en el caso de Cpd 30-12, se compararon las secuencias de aminoacidos y las estructuras disponibles del dominio SH2
de Stat1 y de Stat3 y también se examiné cémo interactuaba cada compuesto con ambos. La alineacion de las
secuencias revelo identidad en los restos dentro de Stat3 y Stat1 correspondientes al sitio de union para el resto pY y
el resto +3 (FIG. 5A). Ademas, la superposicion de las estructuras de SH2 de Stat3 y de Stat1 revel6 que los bucles
que contenian estos sitios de union estaban superpuestos (FIG. 5B). Por el contrario, la alineacion de las secuencias
reveld diferencias sustanciales en la secuencia de las regiones del dominio SH2 correspondientes a los bucles que
forman el sitio de unién hidrofoba (FIG. 5A). Ademas, la revision de la superposicion de los dominios SH2 de Stat3 y
de Stat1 reveld que, a diferencia de la estrecha aposicidon de los dos bucles de Stat3 que forman el sitio de unién
hidréfoba, los dos bucles correspondientes de Stat1 no estan estrechamente unidos para formar un compartimento
(FIG. 5B).

Revisién de modelos informaticos de Cpd3, Cpd30, Cpd188, Cpd3-2 y Cpd3-7 en un complejo con el dominio SH2 de
Stat3 revelaron que cada uno tiene interacciones significativas con el compartimento de unién del dominio SH2 de
Stat3 en los tres sitios de unidn, el sitio de union al resto pY, el sitio de union al resto +3 y el sitio de unién hidrofoba
(FIG. 6A, B, C, D y E). Por el contrario, Cpd30-12 interactua con el sitio de unién al resto pY y bloquea el acceso al
sitio de unién al resto +3 pero no interactua ni bloquea el acceso al sitio de union hidréfoba (FIG. 6F). Ademas, las
energias de van der Waals de los 5 compuestos selectivos fueron mucho mas favorables para su interaccion con los
bucles de Stat3 que forman el sitio de unidn hidréfoba que con los bucles correspondientes de Stat1 (FIG. 5C). Por lo
tanto, el modelado por ordenador indicé que la actividad de los compuestos contra Stat3 procede de su capacidad de
interactuar con los sitios de unién para los restos pY y +3 dentro del compartimento de unién, mientras que la
selectividad para Stat3 frente a Stat1 procede de la capacidad de los compuestos para interactuar con el sitio de unién
hidroéfoba dentro del compartimento de union de SH2 de Stat3, que sirvié como filtro de selectividad.

Ejemplo 5

INHIBICION DE LA TRANSLOCACION NUCLEAR DE STAT3 FOSFORILADO POR CPD3, CPD30, CPD188, CPD3-
2Y CPD3-7 EVALUADA POR HTFM

Después de su fosforilacion en Y705, Stat3 experimenta un cambio en la conformacion desde la dimerizacion cabeza
a cabeza mediada a través de su dominio de oligomerizacidon N-terminal hasta la dimerizacién cola a cola mediada por
interacciones reciprocas de SH2/ligando peptidico con pY705. Este cambio conformacional se sigue por acumulacion
nuclear. Se esperaria que los compuestos que se dirigen a las interacciones Sh2/ligando peptidico con pY de Stat3
inhibieran la acumulacion nuclear de Stat3. Para determinar si este fue el caso con los compuestos en el presente
documento, se empled un ensayo de translocacion nuclear (FIG. 7) usando células de fibroblastos embrionarios
murinos (MEF, por sus siglas en inglés) que son deficientes en Stat3 enddgeno, pero expresan constitutivamente
Stat3a marcado con GFP a niveles endégenos, MEF/GFP-Stat3 a (Huang et al. 2007). La incubacion previa de células
MEF/GFP-Stat3 a con Cpd3, Cpd30, Cpd188, Cpd3-2 y Cpd3-7, pero no con Cpd30-12, bloqued de la translocacion
nuclear mediada por ligando de GFP-Stat3 a con valores de Clso de 131, 77, 39, 150 y 20 uM (FIG. 7 y Tabla 4).
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Ejemplo 6
DESTABILIZACION DE COMPLEJOS DE ADN DE STAT3 POR CPD3 Y CPD3-7

Una vez en el nucleo, los dimeros Stat3 se unen a elementos de ADN especificos para activar y, en algunos casos,
reprimir la transcripcion génica. Los dodecapéptidos con tirosina fosforilada basados en motivos dentro de los
receptores que reclutan Stat3 han demostrado previamente que desestabilizan Stat3 (Chakraborty et al. 1999; Shao
et al., 2003). Se puede esperar que los compuestos que se unen al sitio de unién a fosfopéptidos de Stat3 hagan lo
mismo. Para determinar si este era el caso de cualquiera de los compuestos identificados, se incubaron extractos de
células HepG2 estimuladas con IL-6 en reacciones de unién que contenian hSIE radiomarcado (FIG. 8) y cada uno de
los cinco compuestos selectivos (300 uM). La incubacion con Cpd3 o Cpd3-7 redujo la cantidad de hSIE desplazada
a la mitad o mas. Los otros compuestos no tuvieron un efecto detectable sobre la intensidad de la banda Stat3:hSIE.
Por lo tanto, 2 de los 5 compuestos selectivos desestabilizaron los complejos Stat3:hSIE.

Ejemplo 7
ENFOQUE EJEMPLAR PARA DETERMINAR INHIBIDORES DE STAT3 PARA CELULAS MADRE DE CANCER

En el campo del desarrollo de la sonda de Stat3, los inventores se han centrado en las sondas de Stat3 de molécula
pequefia (Xu et al., 2009) y son utiles varias caracteristicas del programa de moléculas pequefias, incluyendo: 1) un
modo de accién claramente definido de estas sondas: se dirigen al dominio de homologia Src (SH, por sus siglas en
inglés) 2 de Stat3 que esta implicado en 2 etapas en la via de activacion de Stat3; 2) su especificidad de accion; y 3)
el potencial para usar sondas guia identificadas hasta ahora para identificar sondas con una actividad mayoren 2 a 3
unidades en escala logaritmica basandose en analisis SAR recientes y ejemplares y consideraciones de quimica de
la medicina subrayadas a continuacion.

En realizaciones especificas, la afinidad de los compuestos se mejora al obtener una mayor afinidad a escala
logaritmica al pasar de sondas de 12 generacion a 22 generacion utilizando analisis de farmacdéforos en 3-D. Ademas,
la selectividad se mejora a través de realizaciones de modelado, en particular a través de la identificacion de un
dominio de unién hidréfobo distinto en el compartimento de unién a fosfopéptidos de SH2 de Stat3 frente a SH2 de
Stat1 (Xu et al., 2009).

Identificacion de sondas quimicas Stat3 de 12 generacién. Para desarrollar sondas quimicas que se dirijan
selectivamente a Stat3, los inventores exploraron virtualmente 920.000 compuestos pequefios similares a farmacos
acoplando cada uno en el compartimento de unién a péptidos del dominio SH2 de Stat3, que consiste en tres sitios:
el sitio de unién al resto pY, el sitio de unién al resto +3 y un sitio de unién hidréfoba, que sirvid como filtro de
selectividad (Xu et al., 2009). Tres compuestos (Cpd3, Cpd30 y Cpd188) cumplieron los criterios de analisis de
interaccion, inhibieron competitivamente la unién de Stat3 recombinante a su ligando peptidico con pY inmovilizado
y/o inhibieron la fosforilacion de tirosina mediada por IL-6 de Stat3. Estos compuestos se usaron en una exploracion
de similitud de 2,47 millones de compuestos, que identific6 3 compuestos mas (Cpd3-2, Cpd3-7 y Cpd30-12) con
actividades similares. Los examenes de los 6 compuestos activos para la capacidad de inhibir la fosforilacion de Stat1
mediada por IFN-y revelaron que todos excepto Cpd30-12 fueron selectivos para Stat3. EI modelado molecular de los
dominios SH2 de Stat3 y Stat1 unidos al compuesto revelé que la interaccion del compuesto con el sitio de unién
hidréfoba era la base en la selectividad. Los 5 compuestos selectivos inhibieron la translocaciéon nuclear a
citoplasmatica de Stat3, mientras que 3 de 5 compuestos (Cpd3, Cpd30 y Cpd188) indujeron apoptosis
preferentemente de lineas celulares ejemplares de cancer de mama con activacion constitutiva de Stat3.

Identificacion de sondas quimicas Stat3 de 22 generacion. La exploracién de similitud descrita anteriormente no produjo
ningun resultado utilizando Cpd188, el mas activo de los 3 compuestos de direccién, tal como el compuesto de
consulta. En consecuencia, los inventores repitieron la exploracion de similitud en 2-D utilizando el armazén de Cpd188
como estructura de consulta y la biblioteca de Life Chemicals, que dio 207 resultados. Se realizd un analisis de
farmacdéforos en 3-D en estos 207 compuestos usando Ligand Scout y se adquirieron los 39 compuestos de mejor
puntuacién y se probaron para determinar la inhibicion de la unién de Stat3 a su ligando fosfopeptidico por SPR. Todos
menos seis de estos 39 compuestos tienen CI50 de SPR medibles, teniendo 19 valores de CI50 iguales o menores
que el compuesto precursor y teniendo 2 (Cpd188-9 y Cpd188-15) valores de CI50 una unidad en escala logaritmica
menor. El examen de estos 19 compuestos ha revelado una correlacion estadisticamente significativa entre las
puntuaciones de farmacéforos en 3-D y las CI50 de SPR, asi como la puntuacién de farmacéforos en 3D y las CI50
para la inhibicién de la translocacion citoplasmatica a nuclear mediada por ligando. Ademas, tanto Cpd188-9 como
Cpd188-15 mostraron una actividad mayor a escala logaritmica en la induccidon de apoptosis de la linea celular
leucémica humana que el Cpd188 precursor (FIG. 15). Ademas, Cpd188-38 mostré una actividad 2 unidades en escala
logaritmica mayor que el Cpd188 precursor en la inhibicion de la translocacion citoplasmatica a nuclear en el ensayo
HTFM, mientras que Cpd188-15 mostré una actividad 1 unidad en escala logaritmica mayor que el Cpd188 precursor
en la disminuciéon de MSFE (Tabla 5). Asimismo, varios de los compuestos similares a 188 de segunda generacion
representan una mejora sustancial sobre Cpd188 desde un punto de vista de quimica médica, metabolismo y
biodisponibilidad. En particular, Cpd188-9 carecia de ambos grupos carboxilo, que en casos particulares mejora la
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permeabilidad celular y/o el grupo tioéter, que esta sujeto a oxidacion. R2=0,2 P=0,013 (uM)

Tabla 5: Sumario de Determinados Compuestos similares a 188 de 22 Generacion

Compuesto Clso de SPR, pM* Clso de HTMF, uM* Mam”fe{i
~Clso, MM
188 20** 32t4 30-100
188-1 62 26t4 30
188-9 3+2 47 + 21 10
188-10 8+3 22+19 30
188-15 2 +1 49 D)
188-16 4+0 9+5 30
188-17 4+2 76 30
188-18 4+1 27+8 30
188-33 199 ©4£0,1) 10-30
media = DE
** Xu et al PLoS ONE
*** Células SUM159PT y HS578T en placa (6 pocillos por prueba) sin o con compuesto a 1, 10 o 100
UM, incubadas 3 d; esferas contadas en el dia 3.

Andlisis de la relacion estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés) de las sondas de Stat3 de 22 generacion.
La totalidad de los 39 compuestos de segunda generacion descritos anteriormente, mas Cpd188 en si mismo, son
derivados de N-naft-1-ilbencenosulfamida. Tras un cuidadoso analisis de sus relaciones estructura-actividad (SAR),
los inventores descubrieron que la mayoria de estos compuestos similares a Cpd188 (38 de 40: los 2 restantes son
débiles y se describiran a continuacion en EXP ID) se pueden dividir en tres grupos estructurales en una tendencia
general de disminucién de la actividad, tal como se muestra en la FIG. 16. Cinco compuestos en el Grupo Il son en
realidad los precursores de los compuestos en los Grupos | y Il. La adiciéon de una variedad de grupos (el grupo -R
resaltado en rojo en la estructura general del Grupo | en la FIG. 16), tal como un grupo triazol-3-il-mercapto (188-15)
o cloro (188-10), a la posicion 3 del anillo de naftilamina condujo a los compuestos del Grupo |, que son las series mas
potentes de sondas de Stat3. En una realizacion especifica, este es el contribuyente mas importante a la actividad
inhibidora: se encuentran un total de ocho sustituyentes en 3 en los compuestos del Grupo |, que potencian
invariablemente la actividad en varios 6rdenes de magnitud.

La mayoria de las sondas de Stat3 en el Grupo Il contienen un anillo de 5 miembros que combina los grupos 3-R y 4-
OR2, tal como un furano (188-11). Sin embargo, los compuestos en este grupo son, en promedio, ~ 5 veces menos
activos que los compuestos del Grupo |, lo que indica que, en determinados aspectos, el atomo de H del grupo 4-
hidroxi (resaltado en azul en la estructura general del Grupo | en la FIG. 16) es importante, p. €j., implicado en un
enlace de H favorable con la proteina. La falta de capacidad para formar el enlace de H se atribuye a las actividades
mas débiles de las sondas del Grupo Il, en casos particulares. Estas consideraciones subyacen a un enfoque de
quimica médica que se describe a continuacion.

Ejemplo 8

QuimicA I\I[EDICA PARA SINTESIS DE SONDAS DE SULFAMIDA DE STAT3 SIMILARES A 188 DE 32
GENERACION

La estructura cristalina de Stat3 muestra que el dominio SH2 tiene un &rea de unién grande, ampliamente dispersa y
generalmente poco profunda con varios valles y colinas que reconocen el ligando peptidico con pY (FIG. 18). El
modelado molecular basado en estructura (acoplamiento) fue util para identificar la contribucion de la superficie de
union hidréfoba del dominio SH2 de Stat3 como filiro de selectividad (Xu et al., 2009). Sin embargo, diferentes
programas de acoplamiento dieron distintas posiciones de unién para la misma sonda sobre la superficie de unién con
afinidades de unién pronosticadas similares. Los inventores, por lo tanto, en realizaciones particulares, basandose en
los resultados iniciales de SAR descritos anteriormente, utilizan la quimica médica tradicional para llevar a cabo un
estudio ejemplar integral de la relacién estructura- actividad, para optimizar la actividad, asi como la selectividad de
esta nueva clase de sondas de sulfamida de Stat3. El compuesto 188-15 sirve de armazoén para preparar los
compuestos de nueva generacion, como se muestra esquematicamente (FIG. 16).

Ademas, la quimica para preparar estos compuestos es sencilla con un buen rendimiento, que implica la reaccion de
un cloruro de sulfonilo con una anilina/amina, que puede obtenerse comercialmente o sintetizarse faciimente.

Para las modificaciones propuestas que se describen a continuaciéon, se puede consultar la FIG. 17). EXP IA.

Modificacién 1. Ya que casi todas las sondas de 22 generacion contienen un grupo fenilsulfonilo, la primera etapa hacia
la optimizacion de la actividad se centra en sintetizar una serie de compuestos que tienen un grupo mas grande (p.
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ej., biciclico o triciclico) o un grupo alquilsulfonilo. La via de sintesis general se muestra a continuacion:

Existen alrededor de 4.300 cloruros de sulfonilo disponibles comercialmente, entre los cuales 25, tal como los que se
muestran anteriormente, se seleccionan para preparar sondas. La anilina 2, que es el componente de amina del
compuesto 188-10 (FIG. 16), una de las sondas mas activas, se prepara facilmente en una reaccién simple de dos
etapas a partir del compuesto nitro 1. Primero se pueden preparar 25 compuestos (por ejemplo) y probar sus
actividades en unos ensayos de SPR in vitro de rendimiento rapido e in vivo de HTFM. Basandose en los resultados
del estudio de la relaciéon estructura-actividad, se pueden disefiar, sintetizar y probar mas compuestos de forma
iterativa hasta la optimizacion de esta modificacion.

EXP IB. Modificaciéon 2. A continuacién, se puede modificar el sustituyente 3 del anillo de naftilamina, basado en la
estructura del compuesto 188-15, por ejemplo. Estudios previos de SAR demostraron que este sustituyente es util
para la actividad de esta clase de sondas, en determinadas realizaciones. Sin embargo, un total de 8 grupos en esta
posicién con una gran diferencia de tamafio, de un solo atomo Cl a un gran grupo biciclico de benzotiazol-2-ilmercapto,
mostraron actividades similares. Esta caracteristica indica que, en determinadas realizaciones, las modificaciones en
esta posicion deberian centrarse mas en otras propiedades, tales como interacciones electrostaticas con la proteina,
como se ejemplifica a continuacion. Ademas, muchos de estos grupos son tioéteres, que pueden estar sujeto a
oxidacion/degradacion in vivo y conducir a un perfil farmacocinético desfavorable, en aspectos particulares. El atomo
central -S- se cambia a isosteres metabdlicamente mas estables, tal como -CHz-, -NH- y -O-, en determinados casos.
En determinados aspectos, se pueden sintetizar los siguientes compuestos para optimizar el sustituyente en 3:

La sintesis también se inicia desde 1, en determinados casos. La halogenacion regioselectiva y la formilaciéon en la
posicion 3 da lugar a dos compuestos, es decir, compuesto 3 con bromo o yodo y 4 con aldehido, que son compuestos
de partida versatiles, comunes para introducir una amplia gama de sustituyentes en esta posicion (por ejemplo, los
enumerados anteriormente).

Por otra parte, la estructura cristalina del dominio SH2 de Stat3 también proporciona una fuerte evidencia de que son
utiles mas compuestos con diferentes propiedades electrostaticas para la caracterizaciéon. La superficie molecular
electrostatica de la proteina muestra dos caracteristicas distintas, tal como se muestra en la FIG. 18. La primera es la
superficie Glu638 cargada negativamente que se destaca en el centro. A continuacion, de particular interés es un area
cargada positivamente, compuesto por Arg609 y Lys591 ubicadas en el borde del dominio, que es en realidad el sitio
de union a pY (tirosina fosforilada) del receptor. Los inventores también encontraron que la introduccion de un grupo
con carga negativa dirigido al sitio de union a pY conduce a sondas particularmente activas, en determinadas
realizaciones. Por ejemplo, el estudio de acoplamiento del compuesto 5 con 3-fosfometil (R = CH2PO3 2-) mostraron
que todos los grupos fosfonato de las 20 posiciones de acoplamiento estan agrupados y ubicados en el sitio de unién
a pY, indicando fuertes interacciones electrostaticas y de enlace de H con los restos Arg609 y Lys591 (FIG. 18).

EXP IC. Modificaciones 3 y 4. Cominmente, las modificaciones 3 y 4 prueban los efectos de cambiar los sustituyentes
en las posiciones 4, 5y 6. El -OH en la posicion 4 puede ser superior a -OR, en determinados aspectos. Se puede
probar si el 4tomo de H en -OH es responsable de una mejor actividad sintetizando los compuestos 6 (5 acilado o
alquilado), como se muestra esquematicamente a continuacion. Ademas, los compuestos 7 deshidroxi también pueden
prepararse, a partir de 3-bromonaftil-1-amina.

Con respecto a los métodos sintéticos generales para modificar las posiciones 5y 6, primero se puede sintetizar
alrededor de una docena de estos compuestos en esta categoria y si surgen compuestos muy activos, se pueden
hacer mas compuestos para optimizar la actividad para estas dos posiciones.

EXP ID. Modificacion 5. Aqui se muestran los Unicos dos compuestos no incluidos en el analisis SAR (debido a un
sustituyente en 4 diferente), asi como sus actividades inhibidoras contra Stat3:

A pesar de la débil actividad, es favorable enmascarar el H polar de la sulfamida para el segundo compuesto, en
determinados aspectos, que proporciona una ruta facil para preparar sondas mas potentes. Por lo tanto, se puede
usar el siguiente método para preparar una serie de N-acil o N-alquil sulfamidas 5:

Ejemplo 9

IDENTIFICACION DE SONDAS QUIMICAS SELECTIVAS DE STAT3 DE COMPUESTOS DE SULFAMIDA
SINTETIZADOS EN EL EJEMPLO 11

En cada nuevo compuesto de sulfamida se analiza la capacidad de inhibir la unién de Stat3 a su ligando fosfopeptidico
por SPRy la capacidad de bloquear la translocacién citoplasmatica a nuclear estimulada por IL-6 en el ensayo HTFM.
Las sondas con actividad en estos ensayos equivalentes o mayores que los compuestos de 22 generacion mas activos
se prueban para determinar la inhibicion de la fosforilacion de Stat3 estimulada por IL-6 y la falta de capacidad para
inhibir la fosforilacion de Stat1 estimulada por IFN-y como se describe a continuacién.

EXP IlIA. Ensayo SPR de inhibicién de la unién Stat3/péptido con pY. Los ensayos de union Stat3 péptido con pY se

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2796 850 T3

realizan a 25 °C usando un biosensor BlAcore 3000 como se describe en (Xu et al., 2009). En resumen, los
dodecapéptidos derivados de EGFR biotinilados fosforilados y no fosforilados de control basados en la secuencia que
rodea a Y1068 se inmovilizan en un chip sensor recubierto con estreptavidina (BlAcore Inc., Piscataway NJ). La unién
de Stat3 se realiza en tampon Tris 20 mM pH 8 que contiene B-mercaptoetanol 2 mM a un caudal de 10 yl/min durante
1-2 minutos. Se mezclan previamente partes alicuotas de Stat3 a 500 nM con compuesto para lograr una
concentracion final de 1-1.000 uM y se incubaron a 4 °C antes de inyectarlas en el chip sensor. El chip se regenera
inyectando 10 pl de glicina 100 mM a pH 1,5 después de cada inyeccién de muestra. Se ejecuta un control (Stat3 con
DMSO, pero sin compuesto) al principio y al final de cada ciclo (40 inyecciones de muestra) para garantizar que la
integridad del chip sensor se mantenga durante toda la ejecucién del ciclo. El promedio de los dos controles se
normaliza al 100 % y se usa para evaluar el efecto de cada compuesto sobre la unién de Stat3. Las respuestas se
normalizan dividiendo el valor a los 2 minutos por la respuesta obtenida en ausencia de compuestos a los 2 minutos y
multiplicando por 100. Los valores de Clso se determinan representando graficamente el % de respuesta maxima como
funcion del logaritmo de la concentracion del compuesto y ajustando los puntos experimentales a un modelo de unién
competitiva utilizando una ecuacion logistica de cuatro parametros: R = Rnigh - (Rhigh -Riow)/ (1 + conc/A1)*2, donde R
= porcentaje de respuesta a la concentracion de inhibidor, Rnigh = porcentaje de respuesta sin compuesto, Riow=
porcentaje de respuesta a la concentracion de compuesto mas alta, A2 = parametro de ajuste (pendiente) y A1 = Clso
(programa informatico BlAevaluation version 4.1).

EXP IIB. Microscopia de fluorescencia de alto rendimiento (HTFM), ensayos de inhibiciéon de la translocacion de
citoplasma a nucleo. La HTFM de las células MEF/GFP-Stat3a se realiza para evaluar la capacidad de las sondas
para inhibir la translocacion citoplasmatica a nuclear de GFP-Stat3, tal como se describe en (Xu et al., 2009), utilizando
el sistema robdtico disponible como parte del John S. Dunn Gulf Coast Consortium for Chemical Genomics en la
Facultad de Medicina de la Universidad de Texas-Houston. En resumen, las células se siembran en placas CC3 de
96 pocillos a una densidad de 5.000 células/pocillo y se cultivan en condiciones normales hasta un 85-90 % de
confluencia. Las células se tratan previamente con compuesto durante 1 hora a 37 °C y después se estimulan con IL-
6 (100 ng/ml) e IL-6sR (150 ng/ml) durante 30 minutos. Las células se fijan con formaldehido al 4 % en tampén PEM
(PIPES de potasio 80 mM, pH 6,8, EGTA 5 mM pH 7,0, MgCl2 2 mM) durante 30 minutos a 4 °C, se inactivan en 1
mg/ml de NaBHs (Sigma) en tampdén PEM y se contratifien durante 1 minuto en 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI;
Sigma; 1 mg/ml) en tampén PEM. Las placas se analizan mediante HTFM automatizada utilizando la plataforma Cell
Lab IC Image Cytometer (IC100) y el software de analisis Cytoshop Version 2,1 (Beckman Coulter).

La translocacion nuclear se cuantifica utilizando la fraccién localizada en la medicion del nucleo (FLIN). Los valores
de FLIN se normalizan restando el FLIN para las células no estimuladas y dividiendo después esta diferencia por la
diferencia maxima (delta, A) en FLIN (FLIN en células estimuladas con IL-6/sIL-6R en ausencia de compuesto menos
FLIN de células no estimuladas). Esta relacién se multiplica por 100 para obtener el porcentaje de diferencia maxima
en FLIN y se representa graficamente en funcién del logaritmo de la concentracion de compuesto. Se determinan la
curva con mejor ajuste y el valor de Clso utilizando el modelo logistico de 4 parametros/Dosis Respuesta/XLfit 4.2,
programa informatico IDBS.

EXP IIC. Ensayos de inhibiciéon de pStat3 y pStat1 mediados por ligando. Las sondas Stat3 recién sintetizadas con
actividad equivalente o mayor que la del compuesto precursor 188 en los ensayos de SPR y HTFM se evaluaran para
determinar la capacidad de inhibir selectivamente la fosforilacién mediada por ligando de Stat3 como se describe en
(Xu et al., 2009). En resumen, las células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) se cultivan en placas de 6
pocillos y se tratan previamente con compuestos (0, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 uM) durante 1 hora y después se
estimulan en condiciones 6ptimas con interleucina-6 ( IL-6; 30 ng/ml durante 30 min) para activar Stat3 o interferén
gamma (IFN-y; 30 ng/ml durante 30 min) para activar Stat1. Las células se cosechan y las proteinas se extraen usando
tampon con alto contenido de sal, mezclado con 2X de tampdn de muestra de dodecil sulfato de sodio (SDS) (125
mmol/l Tris-HCL pH 6,8; SDS al 4 %; glicerol al 20 %; 2-mercaptoetanol al 10 %) en una relacién 1:1 y se calientan
durante 5 minutos a 100 °C. Las proteinas (20 ug) se separan por SDS-PAGE al 7,5 % y se transfieren a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Millipore, Waltham, MA) e se inmunotransfirieron. Las membranas se
prueban en serie con anticuerpo contra pY701 de Stat1 o pY705 de Stat3 seguido de anticuerpo contra Stat1 o Stat3
(Transduction labs, Lexington, KY) y después anticuerpos contra $-actina (Abcam, Cambridge, MA). Las membranas
se separan entre pruebas de anticuerpos usando Tampén de Separacién de Transferencia Western Restore™
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) segun las instrucciones del fabricante. Se usa anti-IgG de ratén de cabra
conjugado con peroxidasa de rabano picante como anticuerpo secundario (Invitrogen Carlsbad, CA) y las membranas
se desarrollan con un sistema de deteccion de quimioluminiscencia potenciada (ECL) (Amersham Life Sciences Inc.;
Arlington Heights, IL.). Las intensidades de banda se cuantifican por densitometria. El valor de cada banda de pStat3
se divide por su intensidad de banda de Stat3 total correspondiente; los resultados se normalizan al valor de control
tratado con DMSO. Este valor se represento graficamente en funcion del logaritmo de la concentracion de compuesto.
La curva con mejor ajuste se determina utilizando el Modelo Logistico de 4 Parametros/Dosis Respuesta/XLfit 4,2,
programa informatico IDBS y se utilizoé para calcular el valor de Clso.

EXP 1ID. Modelado molecular de las interacciones sonda-Stat3. Los resultados del modelado de la unién de la sonda
de primera generacion a los dominios SH2 de Stat3 frente a los de Stat1 sugirieron que la base para la selectividad
experimental de las sondas para Stat3 frente a Stat1 dependian de la capacidad de las sondas de tener una mayor
interaccion con el sitio de unién hidréfoba dentro del compartimento de union al péptido con pY de Stat3 en
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comparacion con Stat1. Por lo tanto, el sitio de union hidréfoba sirvié como filtro de selectividad. Para probar si este
sigue siendo el caso de las sondas de 32 generacion recién sintetizadas, se pueden usar 2 programas de acoplamiento
complementarios GLIDE (Schrodinger) e ICM (MolSoft) para determinar la configuracion de acoplamiento de energia
mas baja de cada sonda dentro del dominio de unién al péptido pY del dominio SH2 de Stat3 y de Stat1. Se pueden
revisar los modelos informaticos de cada sonda en un complejo con el dominio SH2 de Stat3 frente al de Stat1 y, en
particular, comparar las energias de van der Waals y determine si son equivalentes para su interaccién con el dominio
SH2 de Stat3 frente al dominio SH2 de Stat1. Fue este célculo el que determind la selectividad de las sondas de 12
generacion para Stat3 frente a Stat1. En particular, los calculos de las energias de van der Waals implicaron restos
que forman el sitio de uniéon hidrofoba (W623, Q635, V637, Y640 e Y657) como criticos para esta selectividad.

Hay identificacion de sondas con una actividad de una unidad en escala logaritmica o mayor que las sondas de 22
generacion en ensayos de SPR, HTFM y pStat3. Asimismo, en determinados aspectos, algunas de las sondas de 32
generacion mas activas que surgen de este analisis son selectivas para Stat3 frente a Stat1 basandose en su mayor
interaccion con el sitio de unién hidréfoba dentro del compartimento de unién al péptido con pY de SH2 de Stat3 frente
al de Stat1.

Ejemplo 10

COMPOSICIONES DE REFERENCIA

Las composiciones de referencia se proporcionan en la Tabla 7 a continuacioén.

TABLA 7

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura formula PM | LogP

HO
OH ‘

F0808-0081 0 C28H23N0O4S 469,5638| 7,101
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(continuacién)

NUMERO DE

Estructura de la

IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HO
F0808-0084 % N C28H23NO5S | 485,5632| 6,767
s
.
re
8]
L%
HC
F0808-0085 IO . ] C26H18BNO4S  |5204057| 7,268
\\S/N
N
JOL
Br
HC
- i “
F0808-0086 . C28H23NO4S | 469,5638| 7.243
\\S\/N
el
HEC
HO
- —OH ‘
F0808-0089 g g C30H21NO4S  |491,5702| 7,729
W)
\\S\/N
©
HO
F0808-0091 l . C26H18FNO4S | 459,5001| 6,623
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(continuacién)

NUMERO DE

Estructura de la

IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HO
o
F0808-0092 oo | C28H23NO4S | 469,5638| 7,101
N
5
CH,
HD
F0808-0094 ' ! ! C26H18CINO4S  |4750547| 7,062
O\\S,N
,
e
i
HO
OH O
F1269-0222 O‘ ‘ C24H17NO4S2  |447,5354| 5983
O\\S/N
3z W
S o
s
HO I
*&g;‘
CH, g
F1269-2003 29 N C27H20N206S  |500,5343| 6,738
s
N
o)
_NL
o S0
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(continuacién)

NUMERO DE
IDENTIFICACION

Estructura

Estructura de la
formula

PM

LogP

F1566-1138

HC
OH

C29H20N204S

492,5578

6,67

F5749-0001

C21H17NO4S

379,4379

4,816

F5749-0002

C26H18N206S

486,5072

6,405

F5749-0003

C26H25N04S

447,5575

6,795
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(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HC
F5749-0004 o | C29H25NO5S | 499,5903| 7,092
H,C \s\/
o
H.C..
Ceg
CHE>
HC
* 1
F5749-0005 ' ' ‘ C27H20CINO5S  |505.9812| 7,053
O\\S,N
izl
ol
HC.
S
HO
o
F5749-0006 o | C28H23NO4S | 469,5638| 7,062
N
s
X
‘o
c;i-i?z
CQ_E?;
HC
99
F5749-0007 AN C28H21NOBS | 499,5467| 6,411
Yo
i
/D
H,C
HCr
oH ‘
F5749-0008 . g C28H22N205S | 498,5619| 5,761
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(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HO
F5749-0009 o C28H23NOBS | 501,5626 | 6,16874
-
S5
9
CH, O.
? Ten,
HC
F5749-0010 o | C28H21NOBS | 4995467 | 6,065
\S\\/
@]
8]
k/o
HO
PP
F5749-0011 . . C25H18N204S | 442,4972| 5237
?\S,N
ST
| o
L
N
HO
OH ‘
F5749-0012 O‘ ‘ C22H19NO4S 393.465 | 5329
A N
HC. 8]
o)
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(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HG
CXr
F5749-0013 o o C28H23NO6S 501,5626 | 6,417
S/
A
\O
O\
CH,
HO
OH O
F5749-0014 g g g C22H20N204S  |408,4797| 4,364
% N
HC S
|
m?z
HO
OH ‘
F5749-0015 % A C28H23NO4S  |469,5638| 7,101
S\\
8]
H,C
G_|3
HO
OH ‘
F5749-0016 o C26H18N206S | 486,5072| 6,403
\\S/N
n
o
N
| _
0

29
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(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HO
F5749-0017 OO O C23H21NO4S | 407,4921| 5,771
O\\S/N
H3C/\\‘/ W
HC
F5749-0018 OO O C27H21NO4S  |4555367| 6,604
05
A
0
HO
OH ‘
F5749-0019 o N C24H23NO4S  |4215192| 6,213
s\\/
O
CH,
HO
PP
F5749-0020 ‘ ' C24H16CINO4S2  |481,9804| 7,273
0
\\S/N
M
Bty \O
\ 4
cl
HO
F5749-0021 OO O C26H17F2NO4S | 477,4905| 6,811
F o
NUM
\S/
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(continuacién)

NUMERO DE
IDENTIFICACION

Estructura

Estructura de la
formula

PM

LogP

F5749-0022

C25H21N304S

459,5278

5,58

F5749-0023

C25H20N205S

460,5126

5,614

F5749-0024

C27H24N206S

504,5661

4,257

F5749-0025

-

C27H20FNO5S

489,5266

6,614
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(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HO
Neeae
F5749-0026 ° o | C28H23NO5S | 485,5632| 6,759
S
Q

F5749-0027 C30H22N204S 506,5848 | 6,929
F5749-0028 C26H21NO4S2 475,5896| 7,121
F5749-0029 C25H19N0O4S2 461,5625| 6,646
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(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HO
F5749-0030 o\ C28H21 NO4S | 467,5479| 6,828
W
[ o
HO
")
F5749-0031 g ‘ C26H18FNO4S | 459,5001| 6,621
F o
\\S/N
Ay
‘o
HO
Sine
F5749-0032 o N C27H21INO5S  |471,5361| 6,463
S/
\
)
o
HO
Sspe
F5749-0033 o C26H18FNO4S | 459,5001| 6,66
N
S,
F
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(continuacién)

NUMERO DE

Estructura de la

IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HC
F5749-0034 o | C26H17CIFNO4S  |493.9451| 7.25
\
\S/
EAY
F
9
HC
oH ‘
F5749-0035 ]O I ] C27H18F3NO5S | 5255074 |7,86876
\\S:N
= 8]
Yo
F
HO
eipe
F5749-0036 cH o C27H20CINO4S  |489.9818| 7,395
W N
5
W
o
HO
- —CH ‘
F5749-0037 . ' ‘ C28H21INO5S  |483,5473| 6,36
N
5
H,C %
HO
SiR’
F5749-0038 o N C28H21INO5S  |483,5473| 6,323
S\\
O,
CH,

34




ES 2796 850 T3

(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
F5749-0039 C27H20CINO4S  [489,9818| 7,356
o
HO
OH | s
F5749-0040 Ul o C27H21NO5S 471,5361| 6,424
N
R
| /
HO
CH | IS
CHB
F5749-0041 C28H23NO5S 485,5632| 6,765
0 o
‘ \\S\/N
| ity \O
Z
HO
OH | ™~
F5749-0042 OO ‘ C26H17F2NO4S  |477,4905| 6,772
F
Ci\ N
o
‘o
F
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(continuacién)

NUMERO DE
IDENTIFICACION

Estructura

Estructura de la
formula

PM

LogP

F5749-0043

HO
OH

C23H21 NO4S

407,4921

5,963

F5749-0044

C27H18F3NO4S

509,508

7,44176

F5749-0045

C27H18F3NO4S

509,508

7,40476

F5749-0046

C26H18CINOA4S

475,9547

7,099
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(continuacién)

NUMERO DE
IDENTIFICACION

Estructura

Estructura de la
formula

PM

LogP

F5749-0047

C27H19CI2NO4S

524,4268

8,022

F5749-0048

C26H17F2NO4S

477,4905

6,811

F5749-0049

H.C

C29H25N04S

483,5909

7,685

F5749-0050

C30H25N04S

495,6021

7,557
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(continuacién)

NUMERO DE

Estructura de la

IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HC
90
F5749-0051 A C30H22N206S  |538,5836| 5,597
o) /r\\
o
I
i
HZ
OH ‘
F5749-0052 o g‘ ‘ C31H24N206S  |552,6107| 6,039
O
WM
N\/\/S\\
O
HCH
OH ‘
F5749-0053 ‘D ‘ ‘ C27H22N205S2 | 518,6148| 5,773
s \\S\\’N
vk
HC
HO
g g
F5749-0054 \ C24H17N306S  |4754836| 3515
O
&
%
8] I O
on® S
o /l
F5749-0055 = % C29H22N205S  |510,5731| 5,666
F\D\\S/N
I s \\O
O¢ M =
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(continuacién)

NUMERO DE

Estructura de la

IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HG
F5749-0056 % N C28H20N205S | 496,546 | 5,578
S
8]
N
O
HO
F5749-0057 © o | C26H21N306S  |503,5378| 3,579
H,C.. s’
| | kY
X,
CH,
HCr
oH ‘
F5749-0058 o | C30H24N205S | 524,6002| 5.901
. %
) -
HC
HO
99
F5749-0059 . C27H20FNO4S | 4735272| 6,757
o]
@Qs(”
ks
HO
710
F5749-0060 C27H20FNO4S | 4735272| 6,794
/OVC{\ ¢
S\
F \O
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(continuacién)

NUMERO DE Estructura de la
IDENTIFICACION Estructura férmula PM | LogP
HZ
oH ‘
F5749-0061 ID I ] C29H25N0O5S 499,5903| 6,83
\\ M
@/O\/\/
HC
: i“ l
F5749-0062 o C32H27N304S 549,6537 | 6,749
N
)f(“
N
HO
OH O
F5749-0063 . . ‘ C23H17N304S 431,4736| 4,61
e}
v N
\S\/
N/Y \O
=N
HCr
OH .
F5749-0064 l l I C31H25N304S 535,6266| 6,615
HBC D\\ /N
]
I W
O
N o,
HO
OH 1
QN
F5749-0065 O//SZ C33H25N06S 563,6343|7,78574
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(continuacién)

NUMERO DE
IDENTIFICACION

Estructura

Estructura de la
formula

PM

LogP

F5749-0066

HO
OH

C32H22CINO5S

568,0528

8,67

F5749-0067

C33H25N05S

547,6349

8,378

F5749-0068

C27H17CIF3NO4S

543,953

8,03176
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(continuacién)

NUMERO DE
IDENTIFICACION

Estructura

Estructura de la
formula

PM

LogP

F5749-0069

CH

C32H23NO5S

533,6078

8,08

F5749-0070

C26H18BrNO4S

520,4057

7,266

F5749-0071

C26H18BrNO4S

520,4057

7,305

F5749-0072

C26H17BrFNO4S

538,3961

7,456

42
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(continuacién)

NUMERO DE
IDENTIFICACION

Estructura

Estructura de la
formula

PM

LogP

F5749-0073

C27H17BrF3NO4S

588,404

8,23776

F5749-0074

C26H18CINO4S

475,9547

7,06

F5749-0075

C26H19NO6S2

505,5724

5,67

F5749-0076

C27H18F3NO5S

525,5074

7,86676

Ejemplo 11
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UN PAPEL PARA LA SENALIZACION DE STAT3 EN LA DESGRANULACION DE LOS MASTOCITOS

Los pacientes con sindrome de hiper-IgE autosémico dominante (AD-HIES) portan mutaciones en STAT3 dominantes
negativas, desarrollan infecciones frecuentes de la piel y los pulmones y también tienen una variedad de
manifestaciones no inmunitarias que afectan a los huesos y al tejido conectivo. Ademas, casi todos tienen una erupcion
eccematosa presente muy temprano en la vida, asi como los niveles de IgE en suero marcadamente elevados que
dan nombre a la enfermedad. Cabe destacar que, un tercio de los pacientes de la poblacion en general con dermatitis
atopica desarrollan alergias alimentarias. A pesar de estas observaciones, La susceptibilidad de los pacientes con AD-
HIES a alergias alimentarias especificas no se ha examinado cuidadosamente. Los inventores han encontrado que
menos pacientes con AD-HIES desarrollan alergias alimentarias y anafilaxia que los pacientes con elevaciones
marcadas de IgE y eccema sin mutaciones en STAT3. En realizaciones de la invencion, esto se debe al menos en
parte a los efectos de la sefializacion defectuosa de STAT3 en la desgranulacion de los mastocitos.

Treinta y ocho por ciento de los pacientes mutantes de STAT3 tenian hipersensibilidad inmediata a los alimentos,
significativamente menor que el 58,3 % observado en pacientes atopicos sin una mutacion en STAT3 (FIG. 19A).
Muchos menos pacientes con AD-HIES tuvieron anafilaxia a un alérgeno alimentario que los controles atopicos (8,5 %
frente a 33,3 %) (FIG. 19B).

Asimismo, el silenciamiento de la expresion de STAT3 inhibié la desgranulacién de los mastocitos después del
entrecruzamiento de IgE en proporciéon directa al grado de silenciamiento de STAT3 en células LAD2 (FIG. 21). De
manera similar, el silenciamiento de STAT3 en mastocitos humanos primarios conduce a una desgranulaciéon de
mastocitos mediada por IgE disminuida (FIG. 20B).

Ejemplo 12
EJEMPLOS DE COMPOSICIONES PARA EL TRATAMIENTO DE ANAFILAXIA

Una o mas composiciones se caracterizan como tratamiento y/o prevencion de anafilaxia usando medios
convencionales en la técnica. En determinados casos, se emplea un modelo de anafilaxia en roedores para evaluar
una o mas composiciones de interés para determinar su eficacia en la anafilaxia. En al menos algunos aspectos, se
utiliza una caida de temperatura en el roedor como medida de anafilaxia.

Ensayo de Anafilaxia Sistémica

Se puede emplear cualquier modelo de anafilaxia in vivo adecuado. Los ratones pueden estar sensibilizados (iv, por
ejemplo) con una cantidad eficaz de IgE especifica de DNP (H1-DNP-e.26) en un tampdn apropiado y sometidos a
prueba de provocacion (iv, por ejemplo) después de una cantidad de tiempo apropiada (24 h, por ejemplo) con una
cantidad eficaz de anti-IgE de ratén de rata.

Como alternativa, la anafilaxia puede inducirse por inyeccion (iv) del compuesto 48/80 (Sigma Aldrich) a una
concentracion subletal (por ejemplo, fueron letales concentraciones inferiores a 100 ug en 200 pl de tampodn). Los
transpondedores electronicos implantables (Bio Medic Data Systems) se pueden insertar debajo de la piel dorsal de
ratones anestesiados al menos 24 horas antes del inicio de los estudios de anafilaxia. Las temperaturas corporales
basales antes de la induccion de anafilaxia y los cambios de temperatura durante la anafilaxia se pueden monitorizar
usando un explorador electrénico (Bio Medic Data Systems).

Ensayo Terapéutico

En determinadas realizaciones, la composicién a probar (por ejemplo, Cpd 188-9) se proporciona al individuo por un
periodo de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas dias; la administracion puede ser por cualquier via adecuada, incluyendo
intravenosa, subcutanea, aerosolizacion, inhalacion, oral y asi sucesivamente. Después de este periodo de tiempo, la
anafilaxia puede inducirse en el sistema modelo.

La FIG. 22 demuestra un tratamiento eficaz en un modelo de anafilaxia usando Cpd188-9. Los ratones como modelo
de anafilaxia se trataron previamente con 50 mg/kg de Cpd 188-9 o con vehiculo durante una semana, después de lo
cual se indujo anafilaxia a través de entrecruzamiento sistémico de IgE en el momento 0. Detectable dentro de al
menos 40 minutos se produjo la inversién en la caida de temperatura, demostrando un uso eficaz en condiciones de
anafilaxia.

La FIG. 23 ilustra la respuesta a la dosis usando diferentes ejemplos de dosis de Cpd188-9 en mastocitos humanos
normales in vitro. La beta-hexosaminidasa (% de liberacion) se utiliza como ejemplo de una medida de desgranulacion
de los mastocitos, que refleja la intensidad de la anafilaxia. Con cantidades crecientes de Cpd 188-9 administradas
durante al menos tres dias antes, se redujo la desgranulacion de los mastocitos.

La FIG. 24 muestra que se evitd la anafilaxia sistémica in vivo con un inhibidor de STAT3 ejemplar. Se trataron
previamente ratones sanos de tipo silvestre durante un dia (panel superior) o una semana (panel inferior) con C188-9
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a 50 mg/kg. Después los ratones se inyectaron con IgE especifica para un antigeno y al dia siguiente se inyecté el
antigeno y se registré la caida de la temperatura corporal como una medida de anafilaxia. La inhibicion de la caida se
muestra solo en el panel inferior, cuando los ratones se trataron previamente (en rojo) durante una semana con C188-
9.

La FIG. 25 demuestra que la filtracion vascular periférica y central disminuye por Cpd 188-9. Los ratones se trataron
previamente con C188-9 durante una semana como en la FIG. 24, después se les inyect6 con un colorante para medir
la inhibicién por C188-9 de la filtracidon vascular mediada por IgE inducida localmente (arriba a la izquierda) o la filtracion
vascular inducida por el secretagogo C48/80 de mastocitos (arriba a la derecha) o la caida del hematocrito inducida
por el factor activador de plaquetas, una medida de la filtracién vascular (inferior).

La FIG. 26 ilustra que el efecto de Cpd188-9 no se debe a una disminucién de la desgranulacién de los mastocitos in
vivo. Los niveles séricos de histamina y MCPT-1 se muestran a los 90 segundos (paneles izquierdos) o 30 minutos
(paneles derechos) después de la prueba de provocacion con Ag después de 1 semana de tratamiento con C188-9
como en la FIG. 24. No hubo diferencia estadistica, lo que sugiere que la desgranulacion de los mastocitos no fue un
factor en la inhibicion mediada por C188-9 en ratones.

La FIG. 27 demuestra el efecto de Cpd 188-9 en la desgranulacion inducida por Ag en mastocitos murinos. El
tratamiento previo de los mastocitos procedentes de médula 6sea murina o mastocitos derivados de peritoneo con
C188-9 no conduce a la inhibicién de la desgranulacidon de los mastocitos, a diferencia de los mastocitos humanos
como en la FIG. 23. Solo la incubacién de mastocitos peritoneales de ratén con IL-6 (panel izquierdo) permite que
C188-9 inhiba levemente los mastocitos.

La FIG. 28 muestra una representacion esquematica del ensayo de permeabilidad transwell para medir la
permeabilidad de las células endoteliales vasculares en respuesta a factores e inhibidores solubles.

La FIG. 29 demuestra la inhibicion de la permeabilidad vascular de las células endoteliales de la vena umbilical
humanas (HUVEC) por C188-9 tratadas previamente durante una semana +/- IL-6. Se utilizé DMSO como control para
C188-9. El ensayo Transwell se realizé en respuesta a 100um de histamina. La inhibicion maxima se observé con 1ug
de C188-9 (a la derecha).

La FIG. 30 muestra que el ratdén con sindrome de hiper-IgE es resistente a la anafilaxia (Siegel et al., JACI, 2013). La
anafilaxia sistémica se induce como en la FIG. 24 en un modelo del sindrome de Hiper-IgE en ratones. Los ratones
con mutaciones dominantes negativas en STAT3 fueron menos propensos a una caida de temperatura grave con la
entrecruzamiento de IgE que los controles de camada.

La FIG. 31 demuestra HUVECS mutantes para STAT3 (HIES6) resisten a la permeabilidad inducida por histamina.
Las células endoteliales de la vena umbilical humanas procedentes de pacientes con mutaciones dominantes
negativas en STAT3 (HIES6) respondieron menos a la permeabilidad vascular inducida por histamina que los controles
sanos (HUVECS marcadas). Esta es una evidencia directa de que la alteracion de la sefializacién del STAT3 conduce
a una alteracion de las respuestas de permeabilidad vascular a la histamina.
Por lo tanto, el tratamiento previo con Cpd188-9 de 7 dias (pero al menos en algunas condiciones, no una) inhibe la
anafilaxia sistémica in vivo. En realizaciones especificas, la accidon es mayor en las respuestas endoteliales vasculares
a STAT3 que en mastocitos, mientras que los mastocitos humanos y las respuestas endoteliales se ven muy afectadas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para su uso en un método para prevenir o reducir el riesgo o la gravedad de la anafilaxia en un
individuo,

en donde dicha composicion se selecciona del grupo que consiste en N-(1',2-dihidroxi-1,2'-binaftalen-4'-il)-4-
metoxibencenosulfonamida, N-(3,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(4,1'-
Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(5,1'-Dihidroxi-[1,2"]binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-
bencenosulfonamida, N-(6,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, =~ N-(7,1'-Dihidroxi-

[1,2"]binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-bencenosulfonamida, N-(8,1'-Dihidroxi-[1,2']binaftalenil-4'-il)-4-metoxi-
bencenosulfonamida, 4-Bromo-N-(1,6'-dihidroxi-[2,2']binaftalenil-4-il) -bencenosulfonamida y combinaciones de los
mismos; y

en donde dicho método comprende la etapa de proporcionar al individuo una cantidad eficaz de una o mas de
dichas composiciones.

2. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho método comprende proporcionar
la composicion a dicho individuo en dosis multiples, en donde preferentemente las dosis multiples estan separadas
por minutos, horas, dias o semanas.

3. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho individuo recibe una terapia
adicional para la anafilaxia.

4. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion comprende N-(1',2-
dihidroxi-1,2'-binaftalen-4'-il)-4-metoxibencenosulfonamida.

5. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicién inhibe Stat3, Stat1 o
ambos.

6. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en dicho método la composicion se
proporciona a dicho individuo antes de la exposicion o después de la exposicién a al menos un alérgeno que induce
la anafilaxia.

7. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde en dicho método la composicion se
proporciona a dicho individuo al menos 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23 0 24 horas; o al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 dias; 0 al menos 1, 2, 3 0 4 semanas antes o después de la
exposicion a al menos un alergeno que induce la anafilaxia.

8. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho alérgeno es un alérgeno
alimentario, en donde preferentemente el alérgeno alimentario es uno o mas alérgenos alimentarios seleccionados del
grupo que consiste en leche, legumbres, marisco, frutos secos, huevos, pescado, soja y trigo.

9. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho alérgeno es un alérgeno ambiental
o alérgeno estacional, en donde preferentemente el alérgeno ambiental o el alérgeno estacional es polen o0 moho.

10. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho alérgeno es un alérgeno de
veneno, en donde preferentemente el alérgeno de veneno es de un organismo seleccionado del grupo que consiste
en avispa, abeja, hormiga, avispon, chaqueta amarilla y aspid.

11. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho alérgeno es un alérgeno de
medicamento, en donde preferentemente el alérgeno de medicamento se selecciona del grupo que consiste en
anestésicos, antibidticos de B-lactamas, aspirina, farmaco antiinflamatorio no esteroideo, quimioterapia, vacuna,
preparaciones de protamina y de hierbas.

12. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde el alérgeno es latex.

13. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho método comprende ademas la
etapa de diagnosticar la anafilaxia.

14. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en dicho método la composicién se
suministra por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular,
intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea, intravaginal, intrarrectal, tdpica, intratumoral,
intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival, intravesicular, mucosa, intrapericardica, sublingual,
intraumbilical, intraocular, oral, topica, local, inyeccion, infusién, infusion continua, perfusion localizada, mediante un
catéter, mediante un lavado, en composiciones lipidicas, en composiciones de liposomas o como un aerosol.
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Dosis-Respuesta (1 semana de tratamiento)
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